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ONSOz

Listeriozis ruminantlarda abortus, ensefalomyelitis ve septisemi ile
seyrederek, ekonomik kayiplara yol acan zoonoz bir infeksiyondur.
Listeria’lar 1-45°C gibi ¢ok genis IsI araliginda ureyebilirler. Tuza ve pH'ya
toleranslari ¢ok fazladir. Bu etkenlerin dogal rezervuarlarinin toprak ve
memelilerin sindirim sistemi olmasi, Listeria’lar ile gidalarin kontaminasyon
ihtimalini artirmaktadir. Ayrica buzdolabi isisinda Ureyebilmeleri halk saghg:

acgisindan 6nem arz etmektedir.

Teknolojinin geligimiyle birlikte daha hizli bir yasam tarzinin geligtigi
toplumlarda hazir gida tuketiminin artmasi, buzdolabi i1sisinda ureyebilen
Listeria’lara karsi daha dikkatli ve kontrollU tiketimi gerektirmektedir. Listerial
infeksiyonlar, ¢cogunlukla gida kaynakli olmasi nedeniyle salginlar seklinde
seyredebilir. infekte hayvanlar diski, sit, idrar, atik fetus ve uterus akintilari
ile gevreyi ve gida Urlnlerini kontamine ederler. infeksiyonlarla miicadelenin
en kolay ve ekonomik yolu koruma ve kontrol yontemidir. Gidalarin etkenlerle
bulagsmasi oOnlenmeli, bunun i¢inde gida Uretimindeki personelin egitimi

titizlikle yapilmali ve kontroller aksatiimamalidir.

Bakterileri infekte eden viruslar (bakteriyofajlar), kesiflerinin ardindan
anti-bakteriyel etken olarak denenmigler fakat antibiyotiklerin kesfinden sonra
fajlarla ilgili calismalar pratik olmadiklari gerekgesiyle devam ettiriimemistir.
Bakteri suslarinda dogal seleksiyon yoluyla antibiyotik direncinin olusmasi,
bazi aragtirmacilari faj tedavisini antibiyotik tedavisine bir alternatif olarak
tekrar degerlendirmeye sevketmistir. Antibiyotiklerden farkli olarak fajlar,
milyonlarca yildir suregeldigi gibi, bakterilerle beraber evrimlestikleri igin,
surekli bir direncin olusma olasiligi yok sayilabilir. Ayrica, etkili bir faj, 6zgul
bakterisini tamamen lize olana kadar enfekte etmeye devam edecektir. Belli
bir faj genelde ancak belli bir bakteri tipini enfekte edebilir ki bu birka¢ bakteri
turu olabilecedi gibi bir turin sadece baz alt turleri de olabilir. Faj terapisinin
bir diger avantaji da bagka bakterilere zarar gelmeyeceginden dar spektrumlu
antibiyotik terapisine benzemesidir. Hedef bakteriyi etkisiz hale getirmesi ve

insan, hayvan ve gidalarda herhangi bir zararl etkisinin olmamasidir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Antibiyotik_direnci
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1. GIRi$ ve GENEL BILGILER

1.1. Listeria’ larin Genel Ozellikleri

Listeria spp. Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’ de duzgin
spor olusturmayan, Gram pozitif gomaklar seksiyonunda olup Listeria cinsi
mikroorganizmalar; Bacilli sinifinda, Bacillales takiminda, Listeriaceae
familyasinda bulunurlar (Garrity ve ark. 2001). Listeria’larin bulundugu
seksiyonda ayrica Lactobacillus, Erysipelothrix, Brochotrix, Renibacterium,

Kurthia ve Caryophanon cinsleri de bulunmaktadir (Arda ve ark. 1999).

Listeria’larin 3’4  patojen 6 tiri tamimlanmistir. Bunlar; L.
monocytogenes, L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri, L. ivanovii ve L.
grayidir. L. monocytogenes en onemli patojendir. Diger iki patojen olan L.
ivanovii ve L. innocua hayvan hastaliklarindan daha az sorumlu tutulmaktadir
(Arda ve ark. 2000).

Listeria’lar ismini, ingiliz cerrah ve bakteriyolog Joseph Listerdan
almaktadir. Comak seklinde, flagellumlari sayesinde hareketli, Gram pozitif
bakterilerdir. Glukoz ve bazi karbonhidratlardan asit Uretirler. Eskulini
hidrolize ederler. Katalaz pozitif ve aerobiktirler (Breed ve ark. 1957). Listeria

turlerinin bazi ayirici 6zellikleri Tablo 1’de gosterilmigtir.

Tablo 1. Listeria turlerinin ayirt edici 6zellikleri

Kanli CAMP Testi Sekerlerden Asit Uretimi

Agarda
Listeria Tarleri Hemoliz S.aures | R.equi | D-mannitol | L-ramnoz | D-ksiloz
L.monocytogenes + + - - +
L.ivonavii ++ - + - - +
L.innocua - - - - vV
L.seeligeri + + - - - +
L.welshimeri Y, +
L.grayi - - - + V;

V: degisken reaksiyon (Quinn ve ark. 2004).




1.1.1 Listeria monocytogenes

Gray ve Killinger (Gray ve Killinger 1966) 1966 yilinda, Listeria
monocytogenes’in ilgili olarak hayvan ve insanlarda neden oldugu listerik
infeksiyonlar hakkinda bir derleme yayinlamislardir. Bu tarihten itibaren,
Listeria  monocytogenes Kuzey Amerika'da ve Avrupa'da gida kaynakli
listeriozisden sorumlu tutulmustur ve patojenite mekanizmalari hizli bir

sekilde arastiriimaya baslanmistir (Cossart ve Mengaud 1989).
1.1.2. Tarihge

L. monocytogenes’e ilk olarak 1891 yilinda Alman hastalardan alinan
drneklerde rastlanmistir. Daha sonra 1911’de isveg'te tavsan karacigerinden
izole edilmis ve neden oldugu hastalia ise 1925 yilinda Almanya’da

koyunlarda rastlaniimistir (Yavuz ve Korukluoglu 2010)

L. monocytogenes ilk kez Murray ve arkadaslari tarafindan
tanimlanmis (Murray ve ark. 1926), deney hayvanlarinda monositoz
olusturdugu icin Bacterium monocytogenes olarak isimlendirilmistir (Farber
ve Peterkin 1991). Pirie tarafindan 1927°'de Listerella hepatolytica olarak
tekrar isimlendiriimis ve yine Pirie tarafindan 1940 yilinda bugunku ismi
verilmigtir. Ik olarak tanimlanmasindan sonra, canlilardan dogrulanmis ilk
izolasyon 1929 yilinda Gill tarafindan koyundan, Nyfeldt tarafindan ise
insanlardan yapiimistir (Gray ve Killinger 1966). Bu tarihlerden sonra, infekte
hayvanlarla temas halinde bulunan insanlarda sporadik listeriosis vakalari
bildirilmigtir (Cain ve Mccann 1986). L. monocytogenes’e olan ilgi, 1980’lerde
gida kaynakh salginlarin sonucu olarak olduk¢a artmis ve yayimlanan
makale sayisinda da buna paralel olarak hizli bir artig olmustur (Farber ve
Peterkin 1991).

L. monocytogenes, cins igindeki tek tur iken, daha sonra L.
monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua, L. welshimeri ve L. seeligeri ayri ayri
tanimlanmiglardir (Seeliger ve Jones 1986, McLauchlin 1987). Fenotipik ve
genotipik karakterileri temel alinarak yapilan g¢aligmalarda, L. murrayi ve L.



grayinin cinse dahil edilip edilemeyecegi tartismali olmustur (Stuart ve
Welshimer 1974, Wilkinson ve Jones 1977, Rocourt ve ark. 1987) fakat son
bulgular (Rocourt ve ark. 1992) bunlarin aslinda ayni tur oldugunu
gOstermigtir ve tur, L. grayi olarak adlandiriimigtir. L. denitrificans olarak
izolasyonu yapilan bir tir de daha sonra Josenia genusuna dahil edilmistir
(Rocourt ve ark. 1987).

Ulkemizde Listeria tizerine yapilan bazi 6nemli calismalar 1945 yilinda
Ozcebe ve Doguer, 1952 yilinda lyigdren, 2005 yilinda Kocabiylk ve
arkadaslari tarafindan yapilmistir (Akga ve Sahin 2011).

Kars Yoresi'nde 2004 yili Mart ayinda, 5 adet atik koyun fotuslarina ait
karaciger ve akcigerlerden yapilan bakteriyolojik kualtarlerde L. ivanovii
identifiye edildigi bildirilmigtir (Sahin ve Beytut 2006). 2010 yilinda yapilan bir
calismada ise atik yapan 96 inekten 2 tanesinin sutinde L. monocytogenes,
250 vajinal sivap 6rneginden 14’Un de Listeria spp. izole edilmistir (Ak¢a ve
Sahin 2011).

1.1.3. Etiyoloji

L. monocytogenes, Gram-pozitif, comak seklinde, 1-2 pum
uzunlugunda ve 0,5 pm genigliginde kapsulstiz organizmalardir. 3-45 °C’de
arasinda ureyebilirlerse de optimum Ureme 1silari 30-37 °C’dir. Organizma,
9.6 gibi yuksek pH degerlerinde, aerobik ve mikroaerobik ortamda hizla
ureyebilirken, 5.6’dan daha duguk pH degerleri Uremeyi inhibe etmektedir.
Kolonileri kiguk, duzgun, hafifce basik ve isik altinda beyazdir (Low ve
Donachie 1997). Sivi besiyerinde ve kanl agarda kolay Urer ve dar bir beta
hemoliz alani olusturur. Klinik érneklerde mikroorganizma Gram &zellidi
bakimindan degisken ve kok veya diplokok seklinde gorulebilir.
Mikroorganizma dusuk isiy1, yuksek pH derecelerini ve yuksek tuz oranlarini
tolere edebildigi icin toprak, su, lagim, hayvan yemleri ve buzdolabindaki
gidalarda canh kalabilmektedir (Klara ve ark. 2009) Mikroorganizma 37°C’de
ya ¢ok az hareketlidir ya da hareketsizdir (Gray ve Killinger 1966, Seeliger ve
Hohne, 1979, Seeliger ve Jones, 1986). Genellikle 22-26°C de belirgin aktif
hareket vardir (Arda ve ark.,1997). L. monocytogenes pastdrizasyon isisinda



(62°C’de 30 dakikada; 71.6°C'de 15-30 saniyede) yikimlanir. Kuruluga
oldukga direnglidir. Gidalarda, saman, toprak ve talasta aylarca canli kalabilir.

Yaygin olarak kullanilan dezenfektanlara duyarlidir (Arda 2000).

Listeria tiirleri katalaz, Voges-Proskauer (VP) ve eskulin pozitiftir. indol
ve oksidaz negatiftirler. Ureyi hidrolize edemezler, nitratlari indirgeyemezler
ve jelatini sivilastiramazlar (Low ve Donachie 1997). Listeria turlerinden
yalnizca L. monocytogenes, L. ivanovii ve L. seeligeri hemolitiktir.
Listeria’larin hemolitik 6zelliklerini degerlendirmek icin genellikle CAMP
(Christie, Atkins, Munch-Petersen) testi kullaniimaktadir. a-hemolizin Ureten
Staphylococcus aureus ve Rhodococcus equi koyun kani iceren agara ayni
yonde ekilir ve Listeria spp. test kdltirleri S. aureus ve R. equi ekim
alanlarina temas etmeyecek sekilde karsisina dikey olarak ekilir. R. equi, L.
ivanoviinin olusturdugu hemoliz zonunu belirgin olarak artirirken, S. aureus
ise L. monocytogenes’in hemoliz zonunu genigletir (Hearty 2005). S. aureus
sifingomiyelin-fosfohidrolaz enzimi ile eritrositlerin membraninda bulunan
sifingomyelinleri ¢ozer fakat eritrositleri lize edemez. Beta hemolitik olan L.
monocytogenes ve L. seeligeri hemolizinleri ile eritrositleri daha kolay
pargalarlar. L. ivanovii ise benzer yardimi R. equi'den alir (Sekil 1) (Akca
2010).



Resim 1. Listeria monocytogenes identifikasyonunda CAMP Testi (A) Listeria
monocytogenes, (B) Staphylococcus aureus. (http://www.microbelibrary.org, Erigim:
13.7.2012)

Serotiplendirme hicre ylzeyinde bulunan antijenik determinantlarin
belirlenmesiyle yapiimaktadir. Listeria’larin somatik O antijeni ve flagellar H
antijenleri 1940 yilinda Paterson tarafindan belirlenmis ve 4 serolojik tip
belirlemistir (Seeliger ve Hohne 1979). Daha sonra bu serotiplere yeni
antijenik varyantlar eklenerek genigletilmistir (Seeliger 1961, Seeliger ve
Hohne 1979) ve gliniUmuizde 16 serotip iceren Seeliger/Donker-Voet tablosu
kabul edilmistir (Tablo 2) (Low 1997).


http://www.microbelibrary.org/

Tablo 2. Listeria cinsinin serovarlari

Paretson Seeliger-Donker- O antijenleri H Antijenleri
Voet

1 1/2a LI (ny? AB
1/2b NIN{D) ABC

2 1/2c IR BD

3 3a Qv AB
3b [y 1V (X1 X ABC
3c 1y 1V (X1 X BD

4 4a (1 (V) VI Ix ABC
4ab (1) V VIVILIX X ABC
4b vwi ABC
4c (v i ABC
4d (1 (V) vivi ABC
de (1) V VI (VITIX) ABC
5 (1 (V) VI (Vi X ABC
7 (1 X1 i ABC
6a(4f) (my v (v viy 1IX) ABC

XV
6b(4g) ABC
1y (v VI vy IX X
X

()?; degisken (Seeliger ve Jones’a gore) (Low J. L. 97).

1.1.4. Epidemiyoloji

Listeria turleri cevrede, Ozellikle de toprak, su, lagim, bitkiler (¢im,
gayir, orman, silaj vb.), hayvan digkilari, ciftlikler ve gida tretim tesislerinde
yaygin olarak bulunur (Sauders ve Wiedmann 2007). Listeria turleri dinyada
yaygin olmasina karsilik, insanlarda neden olduklari hastaliklara siklikla

gelismis Ulkelerde rastlanmaktadir. Listeria spp. evcil hayvanlar, ciftlik



hayvanlari, diger memeli hayvanlar, rodentler, amfibiler, baliklar, artropodlar
ve 17’den fazla kanath turinu etkiledigi icin onemli bir zoonoz sebebidir
(Klara ve ark. 2009). 50’den fazla hayvan turinden izole edilmistir ve bazi
bdlgelerde insanlarin %70’inin asemptomatik fekal tagiyici oldugu bildiriimigtir
(Arda ve ark. 1997).

Toprak kontaminasyonu ve kontamine gidalarin sindiriimesi
Listeria’larin baslica bulasma yoludur. infeksiyondan pH 5.5’ten yiiksek olan
kotu kaliteli silaj siklikla sorumlu tutulmaktadir ve bu nedenle listeriozise
“silaj hastaligi” da denmektedir (Arda ve ark. 1997).

Listeriozis, besinlerle iligkili oldugunun anlasildigi 1981 yilina kadar,
insanlarda nadiren ortaya cikan bir hayvan hastaligi olarak kabul edilmistir.
Sonrasinda ortaya ¢ikan salginlar, L. monocytogenes’i onemli bir gida
kaynakli patojen haline getirmistir (Warriner ve Namvar 2009). L.
monocytogenes et, sut ve sut Urunleri, sebzeler, kimes hayvanlari ve balik

gibi cesitli gidalardan izole edilmistir (Parihar ve ark. 2008).

Mikroorganizmanin orijininin toprak oldugu kabul edilmekle birlikte
listeriozis toprak kaynakl hastaliklar kategorisinde degil, gida kaynakl
hastaliklar ~ kategorsindedir.  Gida  kaynakli listeriozisin,  cevresel
kontaminasyon, c¢evreden hayvanlara ve gidalarin temas ettigi ylzeylere
kontaminasyon sonucu ortaya c¢iktigi bilinmektedir. Hatta gidalarin etkenle
uretimleri sirasinda kontamine olduktan sonra insanlara bulastigi da
dusunulmektedir (Kozak ve ark. 1996).

1.1.5. Patogenez

Listeria monocytogenes, humoral bagisiklik mekanizmalarina maruz
kalmadan, hem fagositik hem de non-fagositik hucreleri invaze etme,
intrasellller olarak canli kalma, replike olma ve hucreden hicreye tasinma

yeteneklerine sahiptir (Arda ve ark. 1997).

Etken vicuda genellikle sindirim sisteminden girerek hastalik
olusturmaktadir. Saglikli memeliler Uzerinde yapilan denemelerde, klinik



infeksiyon olusturmak igin; gerekli oral inokulum miktarinin  >10°
mikroorganizma oldugunu gostermigtir. Hastaligin ¢ikig ve bulagmasinda bir
¢cok predispoze edici ve hayvanlarin direncini kiran faktérlerin rolt vardir.
Gebelik, gida degisikligi, viral ve paraziter infeksiyonlar, iyi ve dengeli
beslenmeme, immunsupresyon, etkenin hastallk yapma yetenegini
arttirmaktadir. Arastirmalar invaziv hastahgin inkubasyon periyodunun 11 ila
70 gun arasinda (ortalama 31 gun) oldugunu géstermistir (Arda ve ark. 1997,
Lorber 1997). Ayrica inhalasyon ve konjuktival yolla da infeksiyon
olugsabilmektedir. L. monocytogenes, ¢abuk yayilan ve epidemiler olusturan
bir mikroorganizma olmayip, sporadik olgular halinde ortaya c¢ikan

infeksiyonlara neden olmaktadir (Arda ve ark.1997).

1.1.6. Virulens Faktorleri

L. monocytogenes sindirim sistemi ile alindiktan sonra intestinal
mukozaya tutunur. Bu yuzden ilk bakista flagellaya bagl hareket nemli bir
virllens faktori gibi goriinse de etkenin vicut isisinda flagella olusumu
kisitlandigi igin bu durumun virtlenste énemli oldugu séylenemez. Cunka, L.
monocytogenes’in peritrik  flagella olusumu disuk 1sida (20-25°C)
gerceklesmektedir (Salyers ve Whitt 2002). Virllens agisindan daha énemli
olan hareket, bakterinin konak hudcre aktinini kullanarak hicre iginde ve
hicreler arasinda yaptigi hareket yetenegdidir (Kathariou 2002). Ayni tip
hareket Shigella spp.” nin olusturdugu vakalarda da tanimlanmistir.
Bakterinin hucre ici ve hucreler arasi bu yetenegi, fotoreaktif bir bilesigin,
gelisen aktin uzantilarina baglanmasi ve bu durumun lazer 1s1ginda tespiti ile
belirlenmistir. Yani bakteriyi sitoplazma boyunca iten, ilerlemesini saglayan,
bakterinin sonunda gelisen aktin polimerizasyonu sonucu olugsan uzantilarin
gelismesidir (Salyers ve Whitt 2002).

L. monocytogenes’in barsak mukozal bariyerini gegebilmesinin nedeni
endotelial hulcreler tarafindan organizmanin aktif endositozudur. Kan
dolasimina giren mikroorganizma hematojen yol ile vyayllir. L.
monocytogenes’in sentral nervoz sistem (CNS) ve plasentaya Ozel bir
affinitesi vardir (Drevets ve ark. 2004, Lorber 1997, Vazquez-Boland ve ark.



2001). Bakterinin yuzeyinde bulunan a-D-galactose yapilariyla, memeli
intestinal  hlcrelerindeki  a-D-galactose  reseptorlerine  baglandigi
bilinmektedir. Bu durum c¢ogu bakteriyel tutunmanin tersi bir durum olarak
gorundr. Cunkd normalde bakterideki bir protein konak hicrenin karbonhidrat

parcasina baglanmaktadir (Salyers ve Whitt 2002).

Bakteri tutunmasi fagositozu uyarirken, bakteri membraninda bulunan
ve internalin olarak adlandirilan 80-kDa’luk membran protein invazyon ile
ilgilidir (Salyers ve Whitt 2002). internalin bakterinin fagosite edilebilir
kilinmasini, epitelyum hucreler ve hepatositlerden igceri girmesini saglayan
bakteriyel hlcre yuzey proteinlerindendir (Southwick ve Purich 1996).
invazyonda rol alan genler, internalin A (in1A) ve internalin B (in1B)dir.
IN1A’'nin reseptéri E-cadherin’dir (Cossart ve Lecuit 1998, Edelson ve
Unanue 2000, Cossart ve ark 2003, Orndorf ve ark. 2006). E-cadherin
hicreler arasi iletisimi saglayan bir transmembran glikoproteinidir. In1A
intestinal epitel hiicre katindaki Caco-2 hticrelerine invazyonda rol alan 800
aminoasitten olusan bir proteindir. In1B ise 630 aminoasitten olugan ve
hepatositleri iceren genis bir hiicre hattinin icine Listeria’nin girisi ile ilgilidir
(Dramsi ve ark. 1996, Stebbins 2004, Orndorf ve ark. 2006).

Listeria konak hiicresine giris icin en az 2 yol izler. Birincisi in1A-E
cadherin yolu, digeri ise in1B badimli yoldur (Cossart ve Lecuit 1998, Cossart
ve ark. 2003).
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Listeria alimi
Resim 2. Listeria’larin memeli hiicresine giris yollari (Cossart ve Lecuit 1998).

Hucre icerisine fagozom iginde giren L. monocytogenes Urettigi 60
kDa'luk ekstraselliler bir protein olan listeriolizin-O (LLO) sayesinde bu
vezikull pargalayarak vezikulden cikar ve hucre sitoplazmasinda gogalir
(Portnoy 1992, Bielecki 1997, Glomski ve ark. 2002, Portnoy ve ark. 2002).
LLO, ayni zamanda L. monocytogenes’in kanl agarda Urediginde 3-hemoliz
zonu olusumuna neden olmaktadir (Arda ve ark. 1997). LLO, diger iki Gram
pozitif patojen olan Streptococcus pyogenes (streptolysin O) ve S.
pneumoniae (pneumolysin) tarafindan Uretilen hemolizin sitokinlerine amino
asit sekanslari yéninden benzemektedir (Bhunia 1997, Glomski ve ark.
2002). LLO Uretimini kontrol eden hly genidir (Bielecki 1997, Goebel ve Kuhn
2000, Portnoy ve ark. 2002, Portnoy 1992). LLO L. monocytogenes’in en
Onemli virllens faktorudir (Chakraborty ve Goebel 1988, Goebel ve Kuhn
2000, Portnoy ve ark. 2002, Shaughnessy ve Swanson 2007). L.
monocytogenes’in makrofajlar igerisinde yasamini surdirmesi igin fagozomal
fuzyon olusmadan once fagozomdan kagmasi gerekmektedir (Salyers ve
Whitt 2002). Bu nedenle L. monocytogenes’in vakuolden kagisinda

fagositozdan sonra olusan endozom/fagozom olgunlasmasi ve asidite (pH
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5.9) son derece 6nemlidir (Bhunia 1997, Portnoy ve ark. 2002, Cotter ve Hill
2003). Fagozomal membran iginde LLO’nun iki fonksiyonu vardir. Birincisi;
pH uyarimi ile fagozomun olgunlasmasini durdurmasi, digeri ise vakuolden
proteinlerin gegmesi igin bir kanal agilmasindaki roludur (Portnoy ve ark.
2002). L. monocytogenes ayrica katalaz ve slperoksit dismutaz
uretmektedir. Bu iki enzim fagolizozom igindeki oksidatif reaksiyonlardan
korumaya yardimci olmaktadir. Fakat bu enzimlerin virtlens i¢in onemi tam
olarak bilinmemektedir. Fagositozik vesikilden kacgis icin LLO’nun énemi

deneysel olarak da gosterilmistir (Salyers ve Whitt 2002).

L. monocytogenes LLO’dan baska en az iki hemolizin daha
uretmektedir. Bunlar; fosfatidilinositol-spesifik fosfolipaz C (PI-PLC) ve
fosfatidilkolin-spesifik fosfolipaz C (PC-PLC)dir (Goebel ve Kuhn 2000,
Salyers ve Whitt 2002). Membranda olusturdugu por formu ve konak
hacrelerini lize eden LLO’nun aksine fosfolipazlar, konak hicre membran
lipidlerini Pl ve PC ile hidrolize ederek bozarlar. PI-PLC (plcA) bir virllens
faktord olarak rapor edilmistir. ClUnkld plcA’daki bozulma ile olugsan mutant
suslar farelerde infeksiyon olusturamamiglardir. PI-PLC Listeria’nin
intrasellller yayiliminda oldukga etkilidir (Salyers ve Whitt 2002). Ayrica
olugan mutasyonun etkileri birgok genin aktivasyonunda diuzenleyici olan prfA
geni Uzerinde polar bir etkiye neden olmaktadir. PrfA; hly ve mpZl/actA/plcB'yi
iceren bir ¢cok geni aktive eden duzenleyici bir proteindir. Bu genlerin
ekspresyonunun kaybinin virllens i¢in negatif etkili olacagi dusunulmektedir
(Portnoy ve ark. 1992, Salyers ve Whitt 2002, Vazquez-Boland ve ark. 2001).
Fosfatidilkolin-spesifik fosfolipaz C, lesitinaz olarak da isimlendiriimektedir
(Vazquez-Boland ve ark. 2001, Salyers ve Whitt 2002). PC-PLC’yi kodlayan
gen plcBdir. PC-PLC ayrica, Gram pozitif bakteri tlrleri olan Clostridium
perfringens ve Bacillus cereus tarafindan Uretilen lesitinaz ile benzer
aminoasit sekanslarina sahiptir. Ancak C. perfringensin sebep oldugu
infeksiyon lezyonlarinda meydana gelen doku hasar tipi listerioziste
gorulmez. PC-PLC, L. monocytogenes’in hicreden hicreye yayilmasina
yardimci olmaktadir (Salyers ve Whitt 2002).
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L. monocytogenes konak hilcre sitoplazmasinda intraselliler bir
patojen igin oldukga iyi bir gelisim suresi olan yaklasik 50 dakikada bir replike
olmaktadir. L. monocytogenes, Shigella spp.’e benzer sekilde hucre
sitoplazmasinda aktinin polimerize olmasi sonucu gekillenen uzantilar
yardimi ile saglanan hareketle komsu hucrelere gegmektedir (Southwick ve
Purich 1996).

Konak hicrede aktin flamentlerinin birlesmesinin dizenlenmesi,
flament-capping ve flament-severing proteinleri, monomer-sequestering
proteinler, binding proteinler ve cross-linking proteinleri gibi ¢ok sayida
proteinler ile olmaktadir. Bir konak hicre komponenti olan profilin,
Listeria’larin aktin temelli hareketinde merkezi rol oynamaktadir. Bu protein
aktin monomerlerini bir bir baglar, aktin monomerlerinin konformasyonunu
degistirir ve ATP’nin aktin bagli ADP’ye degisimini hizlandirir. Profilin yeni
aktin flamentlerinin baglandigi her yerde yuksek oranda bulunur ve
poliprolinleri baglayan tek aktin dizenleyici proteindir (Southwick ve Purich
1996).

Vasodilator-sitimulant fosfoprotein (VASP) olan konak hicre proteinleri
yeni aktin flamentlerinin baglandigi yerdeki spesifik bdlgelerde profilin
konsantrasyonunu saglamaktadir. VASP monomerleri her birinde bir ¢ok
prolin artigi olan doért potansiyel profilin baglayan bélge bulundurur. Konak
hicresinde VASP tetramer olarak bulundugunda her bir VASP molekili 16
profilin molekull yukari ¢ekebilir (Southwick ve Purich 1996, Vazquez-Boland
ve ark. 2001).

Listeria’larin intraselliler hareketinde onemli olan uglncu bir konak
hicre proteini alfa-aktin’dir. Bu aktin filament bdlgelerini birlestiren ve
paketler icinde baglayan bir hicre iskeleti proteinidir. Paketlenmis aktin
flament formlari filamentlerin sert bir agidir. Bu aktin aginin kisaligi1 bakteri ve
konak hucre arasindaki polimerize olmayan aktin igin yapilan yarismanin
sonucudur. Aktin uzanti aslinda bakterinin arka ytzeyinde olusan igi bog bir

ag sistemidir ve bakteri hareketine yardimci olmaktadir. Zamanla aktin
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flamentleri depolimerize oldugu igin sekillenen aktin uzantilar, bakteri daha

uzaga gittikce yavas yavas gozden kaybolur (Southwick ve Purich 1996).

Konak hicrede aktin flamentlerinin  olusumunun baslatiimasinda
bakterinin salgiladigi 90 kDa’luk bir éncu proteinin oldugu dusuniimektedir.
Bu proteinin ActA geni tarafindan kodlandigi (Bhunia 1997, Kathariou 2002,
Salyers ve Whitt 2002, Vazquez-Boland ve ark. 2001) ve prfA’nin kontrolu

altinda oldugu bildirilmektedir.

Konak hiicre membranina karsi itilen mikroorganizma membranda
filopod adi verilen ¢ikintilar olugsmasina neden olmaktadir. Bunlar makrofaj,
enterosit ve hepatosit gibi komsu hucreler tarafindan fagosite edilir. Komsu
hicrelerin  bakteri yUkli filopodlari tanima ve sindirmesinin  tam
mekanizmasinin bilimemektedir (Portnoy 1992, Southwick ve Purich 1996,
Lorber 1997). Bakteriyel oligoprolin iceren vylzey proteini ActA, aktin
flamentlerinin birlesmesinin uyariimasi ve hucreden hucreye yayilma igin
gereklidir (Vazquez-Boland ve ark. 2001). Bu ytzden bu protein énemli bir
virilens faktoradur. Bu tarz gelisen yagsam siklusu araciligiyla (Resim 3) L.
monocytogenes, antikorlar, komplement ve noétrofiller gibi savunma
faktorlerinden etkilenmeden hicreden hicreye gecgerek infeksiyonu
surdurmektedir (Lorber 1997).
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Resim 3. Listeria monocytogenes’in hucreler arasi gegisi (Portnoy 2002).

1.1.7. immun Yanit

L. monocytogenes’e karsi dogal ve kazanilimis bagisiklikla immun
yanit verilmektedir. Dogal immun yanit infeksiyonun baglangicindan hemen
sonra hizli bir sekilde artar ve inrasellller patojenin eradikasyonuna yol agan
kazaniimis spesifik T hlcresel immun yanit olusuncaya kadar infeksiyonun
erken dénemini kontrol altina almak igin yararli olur (North ve Conlan 1998,
Orndorf ve ark. 2006).

Listeria turleri, polimorfnukler I6kositler (PMNs), makrofaj, dendritik
hicre, eritrosit ve hepatositlerde Ureyebilmektedir (Dramsi ve ark. 1996,
Orndolf ve ark. 2006). Listeria infeksiyonunun kontroli &zellikle tool-like
reseptorleri (TLRs) araciigiyla olan dogal immun mekanizmanin hizl
aktivasyonuna baghdir (Orndolf ve ark. 2006, Shaughnessy ve Swanson
2007). TLRs, bir ¢cok farkli hiicrede bulunan ve dogal immun yanit ile iligkili
olarak patojenleri taniyan yapilardir. TLRs aracihigiyla artan sinyaller, pro-
inflamatuar sitokinler ve diger immun mediatorlere sevkedilmesine aracilik

etmektedir. TLR, L. monocytogenes’i de igceren Gram pozitif bakteriler
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tarafindan olusturulan infeksiyonlarin 6nlenmesinde 6zellikle onemlidir. TLR,
lipoteikoik asit, lipoprotein ve peptidoglikani da iceren bakteri ile iligkili bir cok
molekullu tanimaktadir. TLR; sinyali, dogal immun yanitta rol oynayan pro-
inflamatuar sitokin ve kemokinlerin Uretimini uyararak, PMN I6kositlerin ve
monositlerin infeksiyon odagina yonlenmesini saglamaktadir (Orndorf ve ark.
2006).

infeksiyonun baslangicinda dogal éldiriicti (NK) hiicrelerin aktivitesi
yukselir ve bu sitolitik hlcreler interferon gama (IFN-y) Ureterek dogal
immunutede ¢ok dnemli bir role sahip olan makrofajlarin, sitokinlerin (tUmor
nekroz faktor, interferon) ve nitrik oksit gibi molekdllerin Gretimini arttirir
(Goebel ve W., Kuhn 2000, North ve Conlan 1998, Orndorf ve ark. 20086,
Shaughnessy ve Swanson 2007).

Makrofaj ve dendritik hicreler ayni zamanda spesifik anti-listerial T
hiacresel bagisikhdin meydana gelmesinde antijen sunan hacreler olarak
fonksiyon goérirler (Edelson ve Unanue 2000, North ve Conlan 1998,
Shaughnessy ve Swanson 2007). Bu hucrelerde Listeria turleri, fagozomun
yok edici etkisinden kagmak igin virllens faktor olan listeriolizin O salgilar.
Dendritik hucrelerde listerial proteinleri (LLO gibi) iglenir ve sonra membran
yuzeyinde buyuk doku uyusum kompleksi (MHC) sinif | molekulleri ile naif
CD8+ ve CD4+ T hucrelerine sunulurlar (Edelson ve Unanue 2000, North ve
Conlan 1998). Dendritik hicreler ayrica interleukin-12 (IL-12) gibi uyaricilar
ureterek CD8+ T hucrelerinin sitolitik T lenfosit (CTL)'e , CD4+ hucrelerinin
de Th1l hicrelerine aktivasyonunu saglamaktadir (Diker 1998, Orndorf ve ark.
2006).

MHC sinif | molekdlleri, primer bir infeksiyonun giderilmesine aracilik
eden, CD8+ CTL'yi sinirlayan ve uzun suren sekonder (hafiza) anti-listerial
bagisikliktan da sorumludur. Duyarlilastirimig CD8+ CTL, infekte htcrenin
yuzeyindeki MHC sinif | molekulinin sundugu LLO peptidlerini tanir ve
baglanir. Bu aktivasyon, MHC sinif | molekdilleri ile kompleksi olusturan LLO
peptidlerini CD8+ CTL hucrelerine sunar (Diker 1998). IFN-y makrofajlarin
listerisidal aktivitesini ve sitozol igindeki fagozomda hapsolan Listeria’nin
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kagisini 6nleyen bir tiir fagozom modifikasyonunu aktive etmektedir. Infekte
konak hucrelerinin sitolizisi 6nceden intraselliler patojene duyarli olan
makrofajlar tarafindan yapilir. Yapilan ¢alismalar listeriozis slresince dalak
ve barsak mukozalarinda, T hucreleri dizeninin farkli oldugunu gdstermisgtir.
Bu bulgulara gore belirgin immun mekanizmalar farkli anatomik bolgelerde

meydana gelmektedir (Orndorf ve ark. 2006).

Listerial antijenler i¢in konak tarafindan Listeria’ya karsi Uretilen 1gG ve
IgA gibi antikorlarin  son zamanlara kadar koruyucu olmadigi
dusundlmekteydi. Ancak son arastirmalar, infeksiyondan konagi korumada
anti-LLO antikorlarinin dnemli oldugunu ortaya c¢ikarmistir. Buna gore,
Listeria iceren vakuoller, makrofajlarin endositik keseciklerinde olugturulan
spesifik LLO antikorlari ile karsilanmaktadir. Listeria tarafindan Uretilen LLO,
anti-LLO antikorlari ile nétralize edildiginde Listeria fagozomlar igine alinir.
Fagozomdan kagistaki basarisizlik nedeniyle Listeria vezikillerdeki oldurtc
mekanizmaya maruz kalmaktadir (Edelson ve Unanue 2000, Orndorf ve ark.
2006).

1.1.8. Klinik Belirtiler

L. monocytogenes c¢evrede, saglikli hayvan diskilarinda ve toprakta
yaygin olarak bulunur. Belli sartlar altinda, patojeniktirler ve ciddi

infeksiyonlara sebep olurlar (Picoux 2008).

Listeriozisin genellikle sporadik seyrettigi kabul edilirken (Low ve
Donachie 1997) zamanla bu durumun, degdiserek salginlara yol agtigi
kaydedilmistir (Erdogan 1998)

Ruminantlarda listeriozis ensefalitis, abortus, septisemi veya
endoftalmitis seklinde seyredebilir (Arda 2000).

Sentral sinir sistemine yerlesebilen L. monocytogenes, insanlarda ve
hayvanlarda 6lume neden olabilen bir bakteridir. L. monocytogenes’in sentral
sinir sistemine gecis mekanizmasi hakkinda az sey bilinse de yapilan

calismalarla temelde 2 ana yolun bulundugu varsayllmaktadir. L.
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monocytogenes’in oral epitelyumdan gecisi genellikle rombensefalite neden
olurken, organizmanin hematojen yolla yayihmi 6zellikle insanlarda beyin-kan

bariyerinden gegisle sonuclanir (Disson ve Lecuit 2012).

Noral listeriozisin (ddnme hastaligi) klinik belirtileri, bireysel vakalarda
degisken olmakla birlikte genellikle sersemlik, dilde paraliz, basin egilmesi,
bir tarafa donmesi ve daire seklinde yurimedir (Arda 2000). Meningoensefalit
formunda olumler solunum kolapsindan ileri gelmektedir. Morbidite orani

dusuk olmasina ragmen mortalite orani genellikle ylksektir (Akga 2010).

L. monocytogenes’in sebep oldugu listerial abortlar ruminantlarda ve
pek cok evcil hayvan turinde gorulmektedir. Abort gebeligin her doneminde
gorulebilse de cogunlukla gebeligin son U¢ aylik evresinde daha yaygin
goérular. Klinik belirtiler aniden ortaya ¢ikmaktadir. Listerial abortlarin
insidensi %15’lere kadar cikabilir. Canli dogan yavrularin hayatta kalma

ihtimalleri cok zayiftir (Erdogan 1998).

Abort gebeligin son tg¢ ayinin erken doneminde meydana gelmis ise,
plasenta bakterilerce isgal edilir ve fétus septisemiden dlebilir. Ol fétusun
digari atilamamasi durumunda, bakterilerin olusturdugu lezyonlari otolitik
degisiklikler ortmektedir. Cogunlukla fotal membranlarin atilamamasi ile
sonuglanan bir metritis olusur (Akgca 2010). Abort son déneme yakin
meydana gelmis ise, canli dogum gergeklesse de yavrunun yasamasi ¢ok
zordur (Arda 2000).

Septisemi ve latent infeksiyon organizmanin inhalasyon ya da
gidalarla alinmasiyla ortaya c¢ikmaktadir. L. monocytegenes’in oral olarak
alinmasindan sonra mikroorganizma cesitli hiicrelerde gorilebilir (Erdogan
1998). Bazen gebe koyunlarda gorulebilmekle birlikte en sik yeni doganlarda

intrauterin infeksiyonun uzantisi olarak ortaya gikmaktadir (Arda 2000).

Sigirlarda ve koyunlarda goérulen keratokonjuktivitis ve iritis (okuler

listeriozis) siklikla tek tarafli ve kontamine silajla dogrudan temasla olusur. L.
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monocytogenes’in neden oldugu az sayida mastitis vakalari da bildirilmistir
(Arda 2000).

insan infeksiyonlari genellikle ¢i§ siit, krem peynir, lahana salatasi,
pismemis sebzeler, et ve balik dGrtnleri, dondurulmus gidalar gibi kontamine
gidalarin tiketiimesiyle ortaya g¢ikmaktadir. Immunsuprese bireylerde,
menenjit, ensefalit, duslk ve Olu dogumlar, endokardit, faranjit ve
septisemiye neden olurken, saglikli bireylerde genellikle influenzaya
benzeyen hafif ategli bir hastaliga neden olmaktadir (Arda 2000).
Kaydedilmis vakalar i¢cinde insan yasamini tehdit eden Gg¢ klinik sendrom;
maternafetal listeriozis ya da neonatal listeriozis, kan dolasimiyla yayilan
listeriozis ve meningoensefalitistir. Bu sendromlardan baska, listeriozis focal
olarak da seyredebilir. Focal infeksiyonlar genellikle periton, eklemler,
endokardiyum ya da gozlerde gorulmektedir (Swaminathan ve Gerner-Smidt
2007).

Suslar arasindaki virtilensin farkh olmasi, infeksiyonun ortaya ¢ikisinin
ve klinik seyrinin farkli olmasina sebep olabilir. Gidalardan ve gida Uretilen
ortamlardan siklikla izole edilen suslar 1/2a, 1/2b ve 1/2c suslandir. Fakat
insan infeksiyonlarinin %95’inden fazlasi 1/2a, 1/2b ve 4b suslari tarafindan
olusturulur. Cogu Listeria salginina ise 4b susunun neden oldugu

kaydedilmistir (Swaminathan ve Gerner-Smidt 2007).

Gida tuketildikten 12 saat sonra ates, karin kramplari, diyare,
yorgunluk, bas agrisi ve kusma ile seyreden gastrointestinal bir sendrom
meydana gelmekte ve listeriyal menenjit ve bakteriyemi gibi daha ciddi
durumlar ancak gunler veya haftalar sonra ortaya cikmaktadir. Bu
sendromlarin baslama slresi 11-70 gun arasinda (ortalama 21 gun)
degismekte olup, bu surenin enfektif doza ve hastanin durumuna bagl

oldugu bildiriimektedir (Yavuz ve Korukluoglu 2010).
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1.1.9. Teshis

Listeriozisin klinik teshisi, diger bazi infeksiyonlarla
karistirilabileceginden zordur (Arda ve ark 1997). Listeriozisin teshisinde
kiltarel yontemlerle izolasyon ve identifikasyon yapilabilecedi gibi, serum
aglutinasyon testi, komplement fikzasyon testi ve daha duyarli oldugu
bildirilen ELISA gibi serolojik testlerden de yararlaniimaktadir (Gliven 1994,
Erdogan 1998, Erdogan ve ark. 1999, Hasokslz ve llgaz 2000, Kennerman
ve ark. 2000, ikiz 2007). Flow cytometric metodu (Donnelly ve Baigent 1986),
rapid screening test (Evanson ve ark. 1991) ve son zamanlarda PCR
(Polymerase Chain Reaction) teknigi de teshis amaci ile kullaniimaktadir
(Bubert ve ark. 1999, Bubert ve ark. 1992, Holko ve ark. 2002).

1.1.10. Sagaltim

Listeriozisin tedavisi erken donemlerde Umit vericidir, uzun periyotlu
antibiyotik tedavisine cevap vermektedir (Picoux 2008). Ensefalitik Listeriozis
vakalarinda tedavi ¢ok zordur. Koyunlarda hastalik kisa ve siddetli seyrettigi

icin, sigirlara gore tedavi daha zordur (Erdogan 1998).
1.1.11. Koruma

Bakteri evcil hayvanlar, kuslar, baliklar, memeli hayvanlar ve tasiyici
insanlarin diskilarindan izole edilebildigi icin dogada her yerde yaygin olarak
bulunabilmektedir. SUt, st Grlnleri, et Grtnleri ve hayvan diskisiyla bulasmis
gida maddelerindeki bakteri 6zellikle gida maddelerinin sodukta (+4 °C)
saklanmasi sirasinda ¢ogalir ve infeksiyona neden olur. insandan insana
bulasmada genital yolun rol oynadigi bilinmektedir. Korunma igin steril
kosullarda hazirlanmis besinlerin tuketilmesi ve buzdolabinda bulunmasi
gereken maddelerin hijyenik kurallara uygun saklanmasi gerekmektedir.
(http://www.mikrobiyoloji.org, 5.4.2013). Yine kontamine olan sutlerde
kaynatma veya imha yontemi kullaniimalidir. Hayvanlarin beslenmelerinde
bozuk ve c¢urumus yemler kullaniimamali, silaj pH degeri 5’in altina
indirilmelidir (Sahin 2007).


http://www.mikrobiyoloji.org/
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1.2. Bakteriyofajlar

GUnumuzde patojen bakterilerdeki c¢oklu antibiyotik direnci ve bu
mikroorganizmalarin  neden oldugu infeksiyonlarin immun sistemi
baskilanmis hastalardaki artigi kritik bir sorun olmaya baglamistir.
Bakterilerdeki antibiyotik diren¢ probleminin giderek dnem kazanmasi anti-
infektif modellerin modern tipta ve biyoteknolojide oncelik kazanmasina
neden olmustur. Antibiyotiklerin kesfi ve yaygin kullanimlarindan énce, litik faj
terapisi konvansiyonel antibiyotiklere alternatif olarak &nerilmigtir. Klinik
calismalarda bakteriyofajlarin ¢esitli patojenlerin neden oldugu infeksiyonlarin
tedavisinde oldukgca etkili olduklari gorulmektedir. Bakteriofajlar (fajlar),
bakterilerin viruslari olup, bakteri hucresi igine girerek metabolizmasini bozar
ve litikk faj durumunda bakterinin pargalanmasina neden olurlar.
Bakteriyofajlar ile ilgili ilk gdzlemler, 1896 yilinda Ernest Hankin tarafindan
yapilmistir. 1915 yilinda d’Herelle bakteriyofajlari kesfetmis ve 1916 yilinda
da bakteri yiyen anlaminda "bakteriofaj" olarak isimlendirmistir. d’'Herelle,
bakteriofajlari terapdtik amacglh olarak ilk kez dizanteri tedavisinde
kullanmistir. Faj terapisi, bazi kosullarda oldukga etkili ve antibiyotiklerle
kargilastirildiginda essiz bazi avantajlara sahiptir. Bakterilerde antibiyotiklere
oldugu gibi fajlara kargi da diren¢ gelisimi s6z konusudur. Ancak yeni bir
bakteriyofajin elde edilmesi, yeni bir antibiyotigin gelistiriimesi ile
kiyaslanmayacak kadar kolaydir. Birka¢ hafta/yil sonra direngli yeni bakteri
suslari icin yeni fajlarin bulunmasina ihtiya¢ duyulur. Diren¢ kazanan bakteri
yaninda ilgili faj da dogal olarak diren¢ kazanir ve super bakteri ortaya
ciktiginda, super faj bakteriye saldirir. Bu noktada fajin ayni cevreden elde
edilmesi gerekir. Fajlarin lokal kullanimlarinin bazi avantajlari vardir.
Enfeksiyon durumunda derin dokulara hizla penetre olur ve hedef bakteri
oldugunde de Uremeleri durur. Antibiyotiklerin aksine fajlarda sekonder direng
gelisimi s6z konusu degildir. Antibiyotiklere direncli bakterilerdeki artis yani
sira etkili yeni sinif antibiyotiklerin gelistiriimesindeki eksiklikler, fajlarin
infeksiyonlarin tedavisinde kullanimlarini gindeme getirmistir (Sulakvelidze
2001). Bir bakteriye karsi farkh cografi alanlardan ve farkh 6rneklerden faj

izolasyonu vyapilmasi olduk¢a Onem tagsimaktadir. Fajlarla yapilan
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dekontaminasyon ve tedavilerde lokal fajlar 6nemli oldugu gibi faj ¢esgitliliginin
arttirlmasi da oldukga onem tasimaktadir. Bir faja kargi direng gelisirken
diger faj ya da fajlar hedef bakteriyi lize etmektedirler. Dolayisiyla bir
bakteriye karsi izole edilecek fajlarin lokal olmasi 6énem tasimaktadir (Boyd

ve Brussow 2002).

Listeria’'ya 6zgu bakteriyofaj (listeriafaj)’in, ilk olarak 1942 yilinda Tom
Anderson tarafindan elektron mikroskobik goruntisu elde edilmistir. Batili
bilim adamlari 1940’lardan sonra penisilin ve diger antibiyotiklerin kesfinden
sonra faj caligmalarini birakirken, Eski Sovyetler Birliginde (6zellikle
Gurcistan), bazi Dogu Avrupa Uulkeleri ve Amerika faj izolasyonu yapmaya
devam etmigtir. Fajlarin kesfinden glinimuze kadar faj tedavisi icin gesitli
preparatlar hazirlanmis ve kullaniimistir. Sinir komsumuz olan Gircistan’da
(ELIAVA Enstitusu/Tiflis) insanlar Uzerinde fajlarla tedavi uygulamalari
yapilmaktadir (http://www.eliava-institute.org/ 2.6.2013). Birlesik Devletler
Food and Drug Administration (US FDA), 2006 yilinda listeriafajlarin hazir et
ve tavuk UrlUnlerinin ylUzeylerinde kullaniimasini onaylamistir (Kim 2008).
Gunumuzde dis saghgini korumak igin dogal karisim olarak (Chkonia 2012),
mastitis etkenlerine karsi (Donjacour ve Paros 2012), sut hijyenini saglamak
icin (Endersen 2012), menenjit ve sepsise karsi (Pouillot ve Gabard 2012),
kisacasi etkeni bakteriler olan sorunlarla mucadele icin fajlarin kullanimina

iliskin deneysel ¢alismalar yapilmaya devam etmektedir.

Fajlar konakgisina ozgu olduklarindan, bakterilerin
identifikasyonlarinda da kullaniimaktadirlar. Ginimuze kadar gidalar, atik
sular, silaj ve lizojenik suslar gibi gesitli kaynaklardan en az 400 listeriafaj
izole edilmistir. Bu fajlar epidemiyolojik  c¢alismalarda suslarin
tiplendiriimesinde yaygin olarak kullaniimaktadirlar. Gunimuzde yapilan
calismalar, bu fajlarin Listeria’larin kontrolli amaciyla da kullanilabilecegini

gOstermektedir (Kim ve ark. 2008).


http://www.eliava-institute.org/

22

1.2.2. Yapisal Ozellikleri ve Gogalmalari
1.2.2.1. Yapisal Ozellikleri

Bakterilerin, filtreden gecgebilen bazi ajanlar tarafindan lize edildigini ilk
olarak bildiren d’Herelled, bu lizis olayinin mikroskopla gdérilemeyen
mikroorganizmalar tarafindan olugturuldugunu bildirmis ve bunlara “bakteri

yiyen” anlamina gelen bakteriyofaj adini vermistir (Arda 2000).

Fajlar bakterileri ve arkebakterileri infekte edebilen virlslerdir. 1959'da
yapilan ilk negatif boyamadan, 2006 yilina kadar en az 5568 faj elektron
mikroskobuyla incelenmigtir. Bunlarin ¢ogu (%96) kuyruklu, yalnizca 208
tanesi (%3.8) ise polihedral, filamentdéz ya da pleomorfiktir (Ackermann
2003). Tum fajlar protein bir kilif (kapsid) tarafindan korunan nukleik asit
(genom) icerirler. Faj genomu, cift iplikcgikli DNA, tek iplikgikli DNA ya da tek
iplikgikli RNA seklinde olabilir. Kapsid, klguk hekzagonal yapilardan,
filamentli yapilara, bas ve kuyruktan olusan kompleks vyapilara kadar

degisebilen cgesitli formlarda olabilir (Goodridge ve Abedon 2003).

Resim 4. T4 bakteriyofajinin yapisi. 1. Bas, 2. Kuyruk, 3. Nukleik asit, 4. Kapsit, 5.
Yaka, 6. Kin, 7. Kuyruk lifleriy 8. Ekserler, 9. Taban plakasi.
(http://tr.wikipedia.org/wiki/Bakteriyofaj, Erisim: 20.12.1013)

Kisaca faj olarak adlandirilan bu ajanlarin yapilarindaki farkhliklar

cesitli siniflandirmalarin ortaya ¢ikmasina neden olmustur.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Bakteriyofaj
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Bradley siniflandirmasina gore, fajlarin morfolojik 6zellikleri goz 6nune

alinarak fajlar 6 morfolojik sinifa ayrilmistir (Resim 5) (Arda 2000).

/N

A

L4

ofeley

B C D

m
m

Tip Nikleik Asit Ozellik Omek

A DNA,2,L  Polihedral bag, uzun kuyruk etrafinda T2.T4.T6
kontraktil kilif kuyruk levhas: (hegzagonal)
kuyruk ignesi ve fibrilleri

B DNA,2,L  Polihedral bay. kontraktil kilifi olmayan uzun T1, T5. A
kuyruk

s DNA.2, L  Polihedral bas, kontraktil kilifi olmayan kisa T3, T7. P22
kuyruk

D DNA, 1,C  Kuyruksuz, ikosahedral bas, kapsid tizerinde ¢X174, S13
¢ok biiyiik kapsomer

E RNA,1,L  Kuyruksuz, ikosahedral bag, kapsid {izerinde F2R17, Fr, MS2
¢ok kiigiik kapsomer

F RNA, 1,L  Fleksibl filamentoz FE, fd, M13

1: Tek iplikgik L: Lineer

2: Cift iplikcik C: Sirkiiler

Resim 5. Fajlarin Bradley siniflandirmasina gére morfolojik 6zellikleri (Arda 2000).
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Daha sonra Ackermann tarafindan yapilan siniflandirmada fajlarin

morfolojik 6zelliklerinin yaninda nukleik asit yapilarini da dikkate almistir
(Tablo 3) (Ackermann 1987).

Tablo 3. Ackermann Klasifikasyonu (Ackermann1987).

Sekil Nulkeik Familya Cins Ozellik Ornek | Bradle
Asit y
I)Kuyruklu DNA,2,L Myoviridae - Uzun T4 A
Fajlar - kuyruk,kontraktil
Styloviridae - Uzun kuyruk, | Lambd | Bradle
nonkontraktil a y
Podoviridae Kisa kuyruk
_ T7 C
IHKibik DNA,1,C Microviridae Microvirus Iri X147
Simetrili kapsomerli,kompleks
Fajlar 2,C,S | Corticoviridae | Cortivirus kapsid,lipid ¢ift kapsid | ppp2
Pseudo kuyruk,lipid
2,L Tectiviridae Tectivirus PRD1
RNA,1,L Leviviridae Levivirus Zarfli,lipid MS2 E
2,L,Seg | Cystoviridae Cystovirus a6
lINFilamentéz | DNA,1,C | Inoviridae Inovirus Uzun, comak Fd
Fajlar kisa comak
MVL1 F
2,L F3 grubu - zarfli, lipid TTV1
IV)Pleomorfik DNA,2,C, Plasmaviridae Plasmavirus Zarfh,lipid,kapsid MVL2
S yok
1.2.2.2. Gogalmalar
Bakteriyofajlar, konak¢i hicresinde ¢ogalabilmek icin  bazi

mekanizmalar gelistirmiglerdir. Hayat donguleri litik, lizojenik ya da kronik

infeksiyon seklinde seyretmektedir. Kronik infeksiyon, fajlarin konakg! hucre

icerisinden, hucreye zarar vermeden, tomurcuklanma seklinde c¢ikintilar

olusturarak ayrilmasi seklinde meydana gelen hayat dongusu seklidir. Bu

dongu, bazi filamentéz fajlarin kullandigi bir mekanizmadir (Klaus ve ark.
1992, Ackermann 2003).

Bakteriyofajlarin cogu litik ya da lizojenik hayat dongusline sahiptir.

Virtlent fajlar, konakgi hlcrenin hasar goérerek pargalanmasiyla sonuglanan
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litik donguyle ¢cogalirken, ihmli (temperate) fajlar konakgi hucrenin genomuna
entegre olarak, konakgl hicre genomuyla birlikte replike olduklari lizojenik

hayat dongusu gosterirler (Dorscht 2007).

Litik hayat dongusinde baglica 4 asama vardir; adsorbsiyon, nukleik
asidin konakgi hucreye injeksiyonu, replikasyon ve fajlarin serbest kalmasi.
Bakteriyofajlar pasif olarak, ¢ekimle konakgi hicreyle karsilasir ve irreverzbl
olarak, taninan konakgi hicreye adsorbe olurlar. Geri dénidsli olmayan
baglanti, konakgi hucredeki spesifik reseptorlere baglanildiginda gergeklesir.
Penetrasyon agsamasindan sonra, bakteriyofaj genomu hucre igine salinirken,
kapsid hicre disinda kalir. Faj genomunun transkripsiyon ve replikasyonu,
konakgi hlcrenin biyosentez mekanizmasi sayesinde gerceklesir. Yeni faj
parcalari konakgi hicre sitoplazmasinda bir araya gelir. Yeni olugsan fajlar,
olgunlastiktan sonra konakgi hicrenin sitoplazmik butinliginin bozularak
lizise ugramasiyla disari ¢ikarlar. Bazi kuyruklu fajlarda lizis; hiicre duvarinda
porlar agilmasina neden olan holinlerin ve hucre duvarinda peptidoglikan
tabakaya etki ederek butunligund bozan lizinlerin rol aldigi, “dual lizis
sistemi” ile tamamlanir (Wang ve ark. 2000, Young ve ark. 2000). Lizojenik
hayat donglusunde faj genomu, profaj olarak konakgi hicre genomuna
integre olur ve hucre bolunmesi sirasinda bakteriyel DNA ile birlikte replike
olarak tum vyeni hucrelere aktarilirlar (Resim 6). Bazi bakteriyofajlar
plasmidler gibi kendi kendine de replike olabilmektedirler (Klaus ve ark.
1992).

Genellikle stabil olmasina ragmen, lizojenik faj her zaman profaj olarak
kalmayabilir. Profajin vejetatif forma donmesi ve fajin farkli faj-spesifik
asamalarda litik hayat donglisune gegme ihtimali vardir. UV, radyasyon ve
mitomisin C gibi DNA hasarina neden olan maddeler fajlarin lizojenik hayat
dongusunden tekrar litik hayat dongusine gegisini tetikleyebilir (Loessner ve
ark. 1991).
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(A) Lytic (B) Lysogenic
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Resim 6. Fajlarin litik ve lizojenik hayat donguleri. (A) Litik fajlar; 1. Tutunma
asamasl, 2. Bakteriyofaj genomunun konakgi hicresi icine alinmasi, 3. Konakgl
hicre bilesenlerinin sentezlenmesi, faj DNA’sinin replikasyonu, yeni kapsidlerin
olusmasi, 4. Yeni faj yapilarinin tamamlanmasi, 5. Olgun fajlarin hiicre disina
cikmasi. (B) Lizojenik fajlar; 1. ve 2. agamalar litik fajlarla aynidir. 3. Lizojenik fajlar
dongulerine dzelliklerine gore, litik fajlardaki gibi (a) ya da konakgi hiicre DNA’sIna
entegre olarak lizojenizasyonla devam edebilirler (b). Lizojen hucreler (profaj ile
birlikte) nesiller boyunca normal olarak ¢ogalabilir (2b) ya da spontane olarak ya da
DNA hasarina neden olan maddelerin indiklemesi ile konak¢i DNA’dan ayrilarak
litik forma ddénebilir (2b) (Sulakvelidze 2001).

1.2.3. Antimikrobiyal Ajan Olarak Bakteriyofajlar (Faj Terapisi)

Fajlar kesfedildikten ¢ok kisa bir sonra d’'Herelle tarafindan dizanteri
tedavisi i¢in kullaniimistir ve bu deneme fajlarin ilk terapdétik kullanimidir. Bu
denemeden sonra baska dizanteri hastalarinda tek doz faj tedavisine devam
edilmis yaklasik 24 saat icinde fajlarin tedavi edici olabildigi, birka¢ gun iginde
de tamamen iyilesmenin olabildigi gézlemlenmistir. Bu ¢alismalar hemen

yayinlanmamigtir (Sulakvelidze 2001).
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Faj tedavisi konusunda yayimlanan ilk calisma Staphylococcus
turlerinin neden oldugu deri hastaligi tzerine Richard Bruynoghe ve Joseph
Maisin’in yaptigi c¢alismadir (Bruynoghe ve Maisin 1921). Yapilan bu
calismada da daha onceki denemelerle benzer sekilde 24-48 saat icinde
hastaligin seyrini geri dondurerek iyilegtirdigi gorulmustur. Benzer ¢alismalar
devam etmis ve daha onceki ¢alisma sonuglarini dogrular nitelikte olmustur.
d’'Herelle daha sonra hazirladi§i ¢esitli faj preparatlariyla Hindistan’da kolera
hastalari ile ¢alismalarina devam etmistir (Rice 1930, Schless 1932, Stout
1933, Summers 1999)

Bakteriyofajlar bazi firmalar tarafindan ticari preparatlar seklinde de
sunulmustur. d’Herelle’nin Paris’teki laboratuvarinda urettigi 5 faj preparati
(Bacteé-coli-phage, Bacté-rhinophage, Bacté-intesti-phage, Bacté-pyo-phage,
and Bacté-staphy-phage), Fransiz sirketi L'oréal tarafindan pazarlanmistir
(Summers 1999). 1940’larda Amerika Birlesik Devletlerinde de ticari
preparatlar hazirlanmistir. Eli Lilly Firmasi, 6 adet faji insanlarin kullanimina
sunmustur. Bu preparatlar, apseler, iltihapli yaralar, vajinitis, akut ve kronik
ust solunum yollari hastaliklari ve mastoidit gibi hastaliklarda kullaniimiglardir
(Sulakvelidze 2001). Beklentilerin asiri yukseldigi bu dénemden sonra, Il.
Dinya Savasi sonrasi bakteriyofaj kullaniminin yerini antibiyotiklerin
almasiyla, bati dunyasinda faj konusunda beklentiler azalmig, ancak
calismalara Sovyet Rusyasi ve Dogu Avrupa ulkelerinde devam edilmigstir
(Eaton ve Bayne-Jones 1934). Faj calismalar ingiliz literatiirlerine Smith ve
Huggins’in calismasiyla 1980’lerde tekrar girmis (Smith ve Huggins 1982), bu
calismalar 1990’larda hizlanmistir. Ancak bu zamana kadar Rusya ve
Polonya literatUrlerinde fajlarla ilgili yapilmis ¢alismalar oldukga fazladir. Bati
dunyasindaki caligmalar 2000’li yillarda olgunlagsmis ve genomik, ekolojik
temelli faj calismalari ve faj temelli tedavi galigmalari ile devam etmistir ve
glinimuzde de etmektedir (Abedon ve ark. 2011).
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Tablo 4. Sovyet Rusya ve Polonya’da yapilan baslica faj tedavisi ¢alismalari
(Sulakvelidze 2001).

infeksiyon

Etken

Yorumlar

Bakteriyel dizanteri

Shigella

Shigella fajlar profilakside

basariyla kullaniimigtir.

Deri ve nazal
mukoza
infeksiyonlari

K. ozaenae,K. rhinoscleromatis ve

K. pneumoniae

Klebsiella infeksiyonu olan 109

hastada basari saglanmistir.

iitihapli deri

infeksiyonlari

Pseudomonas, Staphylococcus,

Klebsiella, Proteus ve E. coli

Lokal ve oral olarak faj alan 31
kronik deri hastalidi olan hastada

%74 basari orani gorulmustar

Akciger ve pleura

hastalig

Staphylococcus,Streptococcus, E.

coli ve Proteus

45 hastada antibiyotikle birlikte

kullanilan fajlar kullaniimigtir.

Kanser
hastalarinda

operasyon sonrasi

Staphylococcus ve Pseudomonas

131 hastadan 65’ine faj
digerlerine antibiyotik verilmis, faj
tedavisi alanlarda %82 basari,

antibiyotik alanlarda %61 basari

yaralar

saglanmistir.

Fajlar 57 hastada immunojenite
Cesitli Staphylococcus, Klebsiella, E. coli, | yéoninden incelenmis, immun

infeksiyonlar

Pseudomonas ve Proteus

sistemi baskilamadigi

gOrulmustar.

Antibiyotik direngli E. coli’nin

Tekrarlayan ]
E. coli neden oldugu apseler basariyla
apseler
tedavi edilmisgtir.
Antibiyotik kullanimiyla ilgili 500
intestinal distk dogum agirligina sahip

disbacterioz

E. coli ve Proteus

bebekte fajlar bifidobakterilerle

birlikte basariyla kullaniimistir.

Akciger ve pleural

infeksiyonlar

Staphylococcus

Faj kullanilan 223 hasta ile
antibiyotik verilen 117 hasta
karsilastirildiginda, faj
kullanilanlarin %82 sinde
tamamen iyilesme, antibiyotik
kullanilanlarin %64 tnde

iyilesme gorulmustir.

iltihaph Grolojik

hastaliklar

Staphylococcus, E. coli ve Proteus

46 hastanin %92’sinin klinik
belirtileri tedavi edilmis, %84
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Unun tamamen bakteriyel olarak

temizlendigi gérilmugtar.

Peritonit,
osteomiyelit,
akciger apsesi ve
cerrahi sonrasi

yara enfeksiyonlari

Staphylococcus, Streptococcus ve

Proteus

Subkutandz ya da direkt yara
Uzerinde kullanilan fajlar 236
hastada antibiyotik direncli
hastada %92 oraninda iyilesme

saglamistir.

Rinit, farenjit,
dermatit ve

konjonktivit

Staphylococcus, Streptococcus, E.

coli, Proteus, Enterococci ve P.

aeruginosa

1380 hastanin 360’1 faj, 404’0
antibiyotik, 576’s1 antibiyotik ve
faji birlikte almis, sirasiyla %86-

48-83 basari gézlemlenmisgtir.

Gastrointestinal
sistem, deri, bag
ve boyun

infeksiyonlari

Staphylococcus, Pseudomonas, E.

coli, Klebsiella ve Salmonella

550 hasta lGizerinde uygulanan
faj tedavisinde %92 oraninda

basari elde edilmigtir.

Serebrospinal

menenijit

K. pneumoniae

Yenidoganlarda oral yoldan faj
kullanimin basarih oldugu
gorulmustur (basarisiz antibiyotik

tedavisi sonrasi).

Bakteriyel dizanteri

E. coli ve Proteus

59 immunsuprese l6semi
hastasinda bifidobakterilerle
birlikte faj kullaniminin,
antibiyotik kullanimindan daha

basarili oldugu géralmustur.

iitihaph

infeksiyonlar

Staphylococcus ve gesitli Gram

negatif bakteriler

56 hastada tedavi basarili
olmustur ve hastalarin kan ve
idrarlarinda yogun faja

rastlanmistir.

iitihapli cerrahi

infeksiyonlar

Staphylococcus, Streptococcus, E.

coli ve Proteus

60 hastada, hastanin
kendisinden izole edilen fajlarin,
ticari faj preparatlarindan

Ustinluga goérulmastar.

Bakteriyofaj kullaniminin teorik olarak antibiyotik kullanimindan birgok

ustinligdd bulunmaktadir. Ancak yakin gelecekte, hasta uyumu, fajlarin
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etkinligi ve yan etkileri hakkinda inandirici bilimsel c¢aligmalar mevcut
olmadigindan antibiyotiklerin yerine kullanilabilmesi olasi gorunmemektir
(Cooper 2011). Asagidaki tabloda teorik olarak fajlarin antibiyotiklere

ustunligu ozetlenmistir.

Tablo 5. Antibiyotik ve bakteriyofajlarin profilaktik ve/veya teropatik olarak

kullaniimalarinin karsilastiriimasi (Sulakvelidze 2001).

Bakteriyofajlar Antibiyotikler Genel Yorumlar

Genellikle mikroflora Yiksek spesifite patojen

Yiksek spesifite gosterir.

hasarina neden olurlar.

tanimlamasi gerektirir

Dusulk direng seviyesi

gOsterir.

Birgok antibiyotige karsi
yukselen direng seviyesi

vardir.

Bircok konakglya karsi faj
gelistirilebilir.

Aktif olarak replike olabilirler.

Vicuttan tamamen

temizlenirler.

Fajla daha az siklikla

uygulanabilir.

Yan etkisi bilinmemektedir.

Bazilari alerjik reaksiyonlara,
bazilar yiksek dozda toksik
etkiye sahiptir.

Faj terapisi, bakteriyel lizis
sonucu toksik sok ile

sonugclanabilir.

Faj izolasyonu kolaydir ve

maliyeti azdir.

Yillar strebilir ve daha

maliyetlidir.

Fajlarin antibiyotik direncli
bakterilere karsi da dogal

seleksiyonla etki edebilecegi

disunudlmektedir.

1.2.4. Bakteriyofajlarin Ginilimiuzdeki Kullanimlari

Bakteriyofajlarin terapétik olarak kullaniimalari hakkinda fajlarin
dogada yaygin olarak bulunmasindan ve bunlara hem topikal hem de enterik
olarak zaten maruz kaliyor oldugumuzdan yola ¢ikarak guvenli oldugu
seklinde yetersiz bir bilgi mevcuttur. Yine, daha once yapilmis olan teropatik
ilgili
saghgina herhangi bir zarari gézlemlenmedigi icin fajlarin nispeten ¢ok az

amagla bakteriyofajlarin kullanimi ile calismalarda, fajlarin insan
zararh olabilecegi ihtimaline inaniimaktadir (Miedzybrodzki ve ark. 2012). Bir

baska ¢alismada ise immunsuprese bireylerde faj kullaniminda herhangi bir
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toksik ya da ters bir etkiye rastlanmamistir (Barrow ve Soothill 1997). Bu
bilgiler 1s1ginda, fajlarin sitotoksik etkisi konusunda herhangi bir calisma

yayimlanmamasi sasirticidir. Bilim adami Du Bow bu konuda “ fajlar
hakkinda bildigimiz ve elde ettigimiz butun bilgiler etkin terdpatik kosullarda

dogrulanmaya muhtactir” demistir (Pirisi 2000).

Bakteriyofajlar terapotik olarak oncelikle Sovyet Rusya déneminde
insanlar Uzerinde kullaniimis olmasina ragmen, gunumuzde bati dunyasinda
bazi ticari preparatlar 6zellikle gida endustrisinde kullanim alanlarina sahiptir.
GuUnumuzde ticari olarak mevcut Urunlerden biri, Amerika Birlesik Devletleri
Gida ve ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan 2006 yilinda onaylanan, 6 farkli faj
kombinasyonundan olusan, hazir et urunleri ve kanath hayvan drunleri
uzerine uygulanan preparatlardir. Bu trun, Amerika Birlesik devletlerinde her
yil 2500 civarinda vakaya neden olan ve %20 6limle seyredebilen L.
monocytogenes etkeniyle micadele i¢in kullaniimaktadir (Lang 2006). Yine
et endustrisinde Salmonella tirleri i¢inde faj preparatlari dnerilmistir
(Atterbury ve ark. 2007). FDA tarafindan onaylanmis ve peynirlerde E. coli
kontaminasyonuna kargi kullanilan ticari bir preparat mevcuttur
(http://www.intralytix.com, Erisim: 25.4.2014). Uzak Dogu’da marketlerde
satilan dondurulmus balik Grinlerinde kullanilan preparatlar mevcuttur (Nakai
and Park 2002). Yine Amerika Birlesik Devletlerinde pestisit gibi tarim
artnlerinde kullanilan gesitli ticari preparatlar mevcuttur (Jones 2007).
Asagida (Tablo 6) gunumuzde ticari olarak kullanilan baslica ticari faj

preparatlari gosterilmigtir.


http://www.intralytix.com/Intral_News_PR020811.htm
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Tablo 6. Baz ticari sirketlerin lisansli ticari bakteriyofaj preparatlari. (*; Griin ad

olmadigini gosterir). (Cooper 2011).

Sirket Uriin Adi/Tip Hedef Organizma | Lisanslama Agsamasi
FDA ve USDA gida Uizerine
direkt uygulamayi onayladi.
Intralytix ListShield™ L. monocytogenes .

Faj Koyteyli EPA yilzeysel uygulamayi

onayladi.

EU onayladi.

Sirketin internet sitesinde
herhangi bir bilgi

EcoShield™ E. coli 0157:H7 bulunmamaktadir..

Faj Kokteyli Diger bakteriler lizerine
arastirmalar devam
etmektedir.

AmpliPhi - Pseudomonas Faz Ill klinik denemeleri
Biosciences Biophage-PA aeruginosa i
devam etmektedir.

StaphTAME: Metisilin direngli ) .

Gangagen Rekombinant Faj Faz | 6ncesi galigmalar devam

Proteini S. aureus etmektedir.

Metisilin direngli

Novolytics N/AL Yalnizca litik fajlarla
Staph. aureus calisiimaktadir.
Xanthomonas
campestris pv.

. vesicatoria,

Omnilytics Agriphage Ticari olarak mevcuttur.
Pseudomonas
syringae pv.

tomato
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1.2.5. Listeria monocytogenes’e Ozgii Fajlar

1945 yilinda Listeria spesifik fajlarin ilk izolasyonundan (Schultz, 1945)
gunumuze kadar, cevresel kaynaklardan ya da lizojenik suslardan, yaklagik
400 Listeria faji izole edilmistir. 120’den fazla fajin elektron mikroskobunda
Caudovirales takimina dabhil olduklari ve iki farkl morfotip gosterdikleri ortaya
citkmigtir. Cogu bakteriyofaj B1 morfotip adi verilen, izomerik kapsidli, uzun-
kontraktil olamayan kuyruklu, genellikle esnek olan gruba dahildir. Bunlar
Siphoviridae familyasina dahildir (Rocourt 1986, Zink ve Loessner 1992).
Gunumuze kadar yalnizca ¢ok az sayida kontraktil kuyruklu ve izomerik
kapsidli olarak tanimlanmistir (morfotip A1). Bu tipteki fajlar Myoviridae
familyasina aittir (Rocourt 1986, Zink ve ark. 1995).

Listeria fajlari genel olarak cins spesifik fajlardir. llimh fajlar oldukga
dar bir konakgi araliginda etkinlik gosterirler ve bakterilerin belirli serovar
gruplarina etki ederler (Loessner ve Busse 1990, Loessner 1991). Buna
karsin, virtlent (litik) fajlar birka¢ tiri ve serovari infekte edebilirler. Bu
durumun, serovara 6zgu olmayan, listerial peptidoglikan gibi yapilari, fajlarin
reseptor olarak kullanmasindan kaynaklandigi disunulmektedir (Wendlinger
ve ark. 1996).

Bircok Listeria faji elektron mikroskobu ile incelenmistir ve yapisal
proteinleri, protein profili belirlenmesinde kullaniimistir. Ancak Listeria fajlari
hakkinda genom dizeyinde bilgi ¢cok sinirhdir (Zink ve Loessner, 1992).
GuUnumuze kadar PSA ve A118 fajlarinin genomlari sekanslanmis ve analiz
edilmistir (Loessner ve ark. 2000, Zimmer ve ark. 2003). Gunumuzde Listeria
fajlarlaniyla ilgili yapilan butiin genomu sekanslama calismalarinda virtilent
P100 faji kullanilmis olup sonuglar A118, fajiyla karsilastirildiginda oldukca
buyuk benzerlikler gérulmektedir (Carlton ve ark. 2005).

Asagidaki tabloda (tablo 7) gunimuze kadar en iyi tanimlanan Listeria
fajlari listelenmistir. Genel olarak bakildiginda bir ¢ok bakteriyofaj izole
edilmis olmasina ragmen ¢ok sinirli sayidaki bir kismi karakterize edilmigtir.
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Faj Kodu Familya Boyutlari Genom Hayat Konakgi Uyarilar
(BagXKuyruk) Boyutu (bp) Dongusii Serovari

01761 Myoviridae 66 x 270 48306 Lizojenik 1/2

11355C Siphoviridae 63 x 320 1/2

11711A Siphoviridae 63 x 320 1/2

02971A Siphoviridae 64 x 307 1/2

02971C Siphoviridae 64 x 306 1/2

90666 Siphoviridae 60 x 311 4

907515 Siphoviridae 60 x 295 1/2

10072 Siphoviridae 61 x 292 1/2

12981 Siphoviridae 63 x 302 1/2

13441 Siphoviridae 61 x 315 1/2

00241 Siphoviridae 64 x 300 1/2

00611 Siphoviridae 63 x 301 1/2

90861 Siphoviridae 61 x 173

910716 Siphoviridae 60 x 179

93253 Siphoviridae 61 x 171

A005 62 x 280 1/2

A006 Siphoviridae 62 x 280 38124 Lizojenik 1/2 Transdiksiyon
A020 Siphoviridae 63 x 248 Lizojenik 45
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Al118 Siphoviridae 61 x 298 40834 Lizojenik 1/2 Transduiksiyon

A500 Siphoviridae 62 x 274 38867 Lizojenik 4 ATCC 23074-Bl,
Transduksiyon

A502 Siphoviridae 62 x 302 ~39000 Lizojenik 1/2 Lagim suyundan

izolasyon,

Transduksiyon

A511 Myoviridae 87 x 199 137619° Virtlent 1/2, 4, Lagim suyundan

56 izolasyon

A640 Siphoviridae 62 x 305 Lizojenik 4

B0O12 Siphoviridae 61 x 286 41464 Lizojenik 5,6

B021 Siphoviridae 61 x 302 Lizojenik 4

B024 Siphoviridae 59 x 239 ~37000 Lizojenik 5,6

B025 Siphoviridae 63 x 252 42653 Lizojenik 5,6

B0O51 Siphoviridae 62 x 245 Lizojenik 5,6

(4211)

B053 Siphoviridae 59 x 244 43471 Lizojenik 5,6

B054 (4286) | Myoviridae 64 x 244 48172 Lizojenik 5,6

BO55 (4295) | Siphoviridae 62 x 242 Lizojenik 5,6

B056 (5337) | Siphoviridae 59 x 285 ~35000 Lizojenik 5,6

B101 Siphoviridae 61 x 280 40862 Lizojenik 5,6

B110 Siphoviridae 57 % 288 39390 Lizojenik 5,6




36

B545 Siphoviridae 62 x 258 Lizojenik 5,6
B620 61 x 299
B640 Siphoviridae 62 x 305 Lizojenik 4 Transduksiyon
B653 Siphoviridae 61 x 260 37943 Lizojenik 1/2,4,5,6
C707 Siphoviridae 60 x 243 5 Lag_lm suyundan
izolasyon
D441 Siphoviridae 63 x 247 ~37000 Lizojenik 4,5
Deneysel olarak
P35 Siphoviridae 58 x 110 35822 Virtlent 1/2 gosterilmis
transduksiyon
P40 Siphoviridae 56 x 108 35638 Virtlent 1/2,4,5,6
P70 Siphoviridae (128x57)x141 67170 Virtlent 1/2,4,5,6
P100 Myoviridae 90 x 198 131384 1/2,4,5,6
PSA Siphoviridae 61 x 180 37618 Lizojenik 4

Tablo 7. GUnumuze kadar tanimlanan Listeria spesifik fajlarin 6zeti (Klumpp ve Loessner 2013).
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1.3. Amag

GUnumuzde patojen bakterilerdeki c¢oklu antibiyotik direnci ve bu
mikroorganizmalarin  neden oldugu infeksiyonlarin immun sistemi
baskilanmis hastalardaki artigi, kritik bir sorun olmaya baglamistir.
Antibiyotiklere direncli bakterilerin neden oldugu infeksiyonlarin tedavi
maliyetlerinin ylUksekligi ve direncin bakteriler arasindaki hizli yayilimi,
antibiyotiklerin etkilerini sinirlamakta ve bazi olgularda da tamamen yetersiz
kilabilmektedir. Bakterilerdeki direng probleminin giderek énem kazanmasi,
anti-bakteriyel modellerin modern tipta ve biyoteknolojide Oncelik

kazanmasina neden olmaktadir.

Teknolojinin geligimiyle birlikte daha hizli bir yasam tarzinin geligtigi
toplumlarda hazir gida tuketiminin artmasi, buzdolabi isisinda Ureyebilen
Listeria’lara kargi daha dikkatli ve kontrollU tiketimi gerektirmektedir. Listerial
infeksiyonlar, ¢gogunlukla gida kaynaklh olmasi nedeniyle salginlar seklinde
seyredebilir. infekte hayvanlar diski, sit, idrar, atik fetus ve uterus akintilari

ile gevreyi ve gida Urdnlerini kontamine edebilmektedir.

Kars Yodresi'nde yapilacak bu ¢alismada, halk saghgi agisindan dnemi
her gegcen gun daha fazla fark edilen listeriozise kargi alternatif bir tedavi
sekli olabilecegi dusunulen faj terapisine katkida bulunulmaya calisilacak,
cevresel orneklerden izole edilecek fajlar tiplendirilerek yoreye 6zgu fajlar

bulunup bulunulmadigi arastirilacaktir.
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2. MATERYAL-METOT
2.1. MATERYAL
2.1.2. Bakteriyofaj izolasyonu igin Ornekler

Bu calismada, 21.11.2012 - 28.07.13 tarihleri arasinda Kars Merkez’
den rastgele-tesadufi ornekleme ile 15 farkli ¢evresel odaktan toplam 45
ornek alinarak L. monocytogenes’e 06zgu bakteriyofaji acgisindan
degerlendirilmistir. Yine ayni tarihler arasinda, Kafkas Universitesi Veteriner
Fakultesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’na getirilen 3 silaj 6rnegdi ve
Listeria yoninden supheli gortlen 8/13 ve 29/13 numaralariyla kayit altina
alinan koyun akcigerleri de Listeria monocytogenes’e 6zgl bakteriyofaj
agisindan incelenmistir. Cevresel érnekler steril vida kapakh 50 ml’lik falkon
tuplerine yaklagik 40 ml miktarinca alindi. Alinan ¢evresel ornekler ayni gun
icerisinde incelenmek (izere Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji ~ Anabilim  Dali  Bakteriyoloji  Laboratuvar’na  getirildi.

Orneklemelerin yapildigi cevresel ortamlar asagida (Tablo 8) listelenmistir.

Tablo 8. Bakteriyofaj agisindan degerlendirilen 6rneklerin toplandiklari yerler.

Ornekleme Yapilan Yer Ornek Sayisi
KAU Merkez Kampusteki /Dere
Kars Merkez/Mezbahane

KAU Merkez Kampus/Ciftlik

Kars Merkez/Peynir Fabrikasi

Kars Merkez/Dereici
Kars Merkez/Tavuk Ciftligi
Kars Merkez/TEDAS Karsisi

Kars Merkez/Havaalani yolu/Mera

Kars Merkez/Peynirci(1)

W W W W W W w w w w

Standart Suslardan
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Kars Merkez/Kasap
KAU Merkez Kampulis/Mandira
Kars Merkez/Digor yolu/Mera

Kars Merkez/Selim Yolu/ Su Birikintileri

Kars Merkez/ Hayvan Pazari
Silaj

Laboratuvara getirilen koyun akcigerleri

N| W W W W w w

Toplam 50

2.1.3. Standart Bakteri Suslari

Bakteriyofajlarin  konakg¢i duyarliliklarinin  belirlenmesi ve PCR
analizlerinin yapilmasi sirasinda kullanilan L. monocytogenes ATTC-7644
Etlik Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitisi’nden temin edilmistir.
Calismada kullanilan iki adet Listeria spp. bakteri susu KAU Veteriner
Fakultesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalr’'na getirilen Listeria stpheli érneklerden

izole edilmigtir.

2.1.4. Konake¢i Duyarlihk Testi ve Listeria Tiirlerinin izolasyonu igin

Kullanilan Arag ve Geregler

L. monocytogenes’e 6zgu bakteriyofajlarin izolasyonu igin kullanilan
besiyerleri ve sollsyonlar, Uretici firmanin prosedurleri dikkate alinarak ve

bazi modifikasyonlar yapilarak hazirlandi.

Listeria enrichment broth base (FDA/Oxoid CM862)

gram/litre
Tryptone soya broth 30.0
Yeast extract 6.0

pH 7.3+0.2
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Hazirlanmasi: Materyalde bulunabilecek Listeria cinsi bakterilerin
zenginlegtirmesi dolayisiyla da bakteriyofaj sayisinin arttirlmasi amaciyla
kullanildi. Besiyerinden 18 g tartilarak Uzerine 500 ml distile su eklendi ve
sicak su banyosunda eritildi. Otoklavda 121°C’de 15 dk. steril edildi. Daha
sonra 50°C’ye kadar sogutuldu ve orneklerde kullaniimak lzere 10’ar ml

tuplere dagitildi.

Listeria selective enrichment supplement (Oxoid SR141)

ma/ml
Nalidixic Acid 20.0
Cycloheximide 25.0
Acriflavine Hydrochloride 7.5
Distile su 2

Hazirlanmasi: Bir sise icerigi 2 ml steril distile su igerisinde ¢dzilerek,
500 m’lik brotha ilave edildi.

Listeria selective agar base (Oxford Agar/Oxoid CM856)

gram/litre
Columbia blood agar base 39.0
Esculin 1.0
Ferric ammonium citrate 0.5
Lithium chloride 15.0
pH 7.0+0.2

Hazirlanmasi: Besiyerinden 27.75 g tartilarak, uzerine 500 ml distile
su eklendi ve sicak su banyosunda eritildi. Otoklavda 121°C’de 15 dk. steril
edildi. Daha sonra 50°C’ye kadar sogutuldu ve selektif supplement (SR140)
ilave edilerek petri kutularina dagitildiktan sonra kullanilincaya kadar +4°C’de
buzdolabinda saklandi.
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Listeria selective supplement (Oxoid SR140)

mg
Cycloheximide 200.0
Colistin sulphate 10.0
Acriflavine 2.5
Cefotetan 1.0
Fosfomycin 5.0

Hazirlanmasi: Bir sise icerigi 5 ml steril distile su/etil alkol karigimi

icerisinde ¢ozulerek, 500 ml'lik selektif agara ilave edildi.

Brain heart infusion broth (Merck 1.10493)

a/L
Nutrient Substrat 27,5
D(+) Glukoz 2.0
NaCl 5
Na;HPO4 2,5

Hazirlanmasi: Dehidre besiyeri, 37,0 g/L olacak sekilde damitik su
icinde 1sitilarak eritilip, amaca uygun kaplara (tlp, erlen vb.) dagitildi ve
otoklavda 121°C'da 15 dk. sterilize edildi.

Mitomisin-C, bakterilerde bulunmasi muhtemel profajlarin genomik

DNA'dan ayrilarak litik faja dontismesi icin kullanildi.

2.1.5. izole Edilen Fajlarin PCR Temelli Molekiiler Tanisi igin Kullanilan
Arag ve Geregler
DNeasy kan ve doku kiti (Qiagen)
AccuPower® Gold Multiplex PCR PreMix (Bioneer)



2.2.

42

Primerler; OPL5 (5-ACGCAGGCAC-3), RAPD5 (5-AACGCGCAAC-
3), P1 (5-CCGCAGCCAA-3) ve P2 (5-AACGGGCAGA-3)

METOT

2.2.2. Orneklerden Faj izolasyanu

Orneklerden faj izolasyonu igin Demirbag ve Demirin (Demirbag ve

Demir 2011), bakteriyofaj izolasyon metodu modifiye edilerek kullanilimistir.

2.2.3.

45 ml sivi 6rnek yada 5 g kati drnek, 5 ml Listeria enrichment broth
base igine koyularak hafifge ¢alkalandi.

Bu zenginlestirme ortami 30°C’ de 24 saat inkube edildi.

Kaltirin 10 ml’'si bir santriflij tipune aktarildi ve 2500 rpom’de 10
dk. santriflij edilerek kati maddeler uzaklastildi.

Elde edilen sUpernatant 0.22 um por capli membran filtreden

suzullerek kapakli steril tiplere alindi.

Mitomisin-C ile Faj izolasyonu

BHI brothta besiyerinde hazirlanan bir gecelik bakteri kultirinden
1:100’lbk dilusyon hazirlandi.

Mitomisin-C distile su ile 2 mg/ml oraninda ¢ézdurulda.

Hazirlanan bakteri kultirine, 1ul/ml oraninda mitomisin-C ilave
edildi.

Kultur, 6 saatlik inkiibasyona birakildi.

6 saat sonra mitomisin-C bulunan kuiltir 15 dk., 2500 rpm’de
santrifdj edildi.

Supernatant 0.22 pm por capli membran filtreden suzuldi

(Loessner ve ark. 1991)
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2.2.4. izole Edilen Bakteriyofajlarin Titrasyonu

- Bakteriyofajlarin titrasyonu igin éncelikle 10 ml BHI broth ve 100 pl
L. monocytogenes ile haziranan kultir, 3 saat, 30°C’de inkube
edilerek logaritmik faz hazirlandi.

- Titrasyon igin egit miktarlarda logaritmik faz ve izole edilen faj 1
gece boyunca 30 °C’de inklibe edilip, 0.22 pm’lik membran

filtreden stizldi (Prof. Dr. Les Baillie, Cardiff Universitesi)

2.2.5. Konakgi duyarlilig: testi

Orneklerden direkt olarak izole ettigimizi disindugimuz litik fajlarin
veya mitomisin-C kullanilarak elde ettigimizi distindtgimuz lizojenik fajlarin
etkinligini gdzlemleyebilmek icin, Listeria selective supplement iceren Listeria
selektive agar base uUzerine standart suslar yayma ekim yontemiyle ekildi.
Ekimden hemen sonra, o6rneklerden elde edilen ve bakteriyofaj igerip
icermedigini test edece@imiz izolatlardan petri kutusunun birka¢ yerine

yaklasik 15’er yl damlatildi ve 30°C’de bir gece inklibasyona birakildi.
2.2.6. Bakteriyofajlardan DNA izolasyonu

DNeasy kan ve doku kiti ile DNA izolasyonu

- 1’er ml miktarinda faj 6rnegdi 1,5 ml'lik ependorflara aktarildi ve
12.100 rpm’de 60 dk. santriflj edildi.

- Supernatant uzaklastirildi ve dipte kalan tortu kullanildi.

- Tortuya 20 pl proteinaz-K eklenip 15 saniye vortekslendi.

- Ependorfa 180 ul ATL buffer eklenip, 15 sn. vortekslendikten sonra
56 °C’de 10 dk. blok isiticida bekletildi.

- Ependorfa 200 ul AL buffer eklenip, 15 sn. vortekslendikten sonra
56°C’de 10 dk. blok isiticida bekletildi.

- Ependorfa 200 ul %96-100’lUk etanol eklenerek 15 sn.
vortekslendi. Vortekslemenin ardindan pikofuj ile santrifij edilerek

kapak ve kenarlardaki sivinin tipun dibine inmesi saglandi.
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- Dikkatli bir sekilde ependorftaki karigim alinarak 2 ml’lik QlAamp
mini spin column toplama tapune aktarildi. Aktarma iglemi
yapilirken toplama tuplerinin kenarlari islatiimadan aktarim
gerceklestirildi. Toplama tupleri 6.000 x g’ de 1 dk. santriftij edildi
ve santrifij sonunda 2 ml’lik yeni bir toplama tipune aktarilip,
filtrati iceren toplama tupu atildu.

- Dikkatli bir sekilde QIAamp mini spin column agilarak 500 yl AW1
eklendi. QlAamp mini spin column 6.000 x g de 1 dk santrifuj edildi
ve santrifij sonunda 2 ml’lik yeni bir toplama tipune aktarilip filtrati
iceren toplama tupu atildi.

- QlAamp mini spin column agilarak kenarlara bulagtirmamaya
dikkat ederek 500 pul AW2 eklendi. QIAamp mini spin kolon 14.000
rpm’ de 3 dk santrifij edildi ve santrifij sonunda yeni bir 1,5 ml’lik
ependofa yerlestirilip, filtrati iceren toplama tapu atildu.

- 1,5 mllik ependorfa yerlegstirilen QlAamp mini spin kolon kapagi
dikkatli bir sekilde acilarak 200 ul AE buffer ilave edilerek oda
Isisinda 1 dk. bekletildikten sonra 6.000 x g de 1 dk. santrifij edildi.

- Daha konsantre DNA elde edebilmek igin 10. basamaktaki igslemler
tekrarlandi.

- Santrifij sonunda 1,5 ml’lik ependorf tiplerinde ekstraksiyon

sonucu elde edilen DNA kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi.
RAPD-PCR

AccuPower® Gold Multiplex PCR PreMix kullanilarak ve ticari kitte belirtilen
asagidaki protokol modifiye edilerek PCR yapildi.

- Kalip DNA, distile su ve primerler kullaniimadan énce oda isisinda
¢Ozdurdldu.
- DNA ve primerler AccuPower Gold Multiplex PCR PreMix tuplerine

eklendi.



45

Bilesenler Miktarlar
Template DNA 1 ng-100 ng
Primer set 1-5 pmoles

- Total volume 20 pl olana kadar AccuPower Gold Multiplex PCR

PreMix tuplerine distile su eklendi.

- Liyofilize yesil pellet tamamen ¢6zdlrildi ve santrifiijle tipin

asagisina toplanmasi saglandi.

- Reaksiyon asagidaki sartlarda gercgeklestirildi;

Asama Sicaklik Zaman Siklus sayisi
On-Denatirasyon 95°C 5 dk

Denaturasyon 95°C 30 sn

Annealing 55-65°C 30-60 sn 25-35
Ekstensiyon r2°C 1dk/kb

Final Ekstensiyon 72°C 5 dk

- 6. 5 pl reaksiyon karigimi agaroz jele yukleme boyasiyla
karistinimadan yuklendi.

PCR Uriinlerinin Elektroforezi

PCR’da amplifiye edilen gen bdlgelerinin  uzunlugunu saptamak
amacilyla agaroz jelde kosturuldu. Jelin hazirlanmasinda ve tank tamponu
olarak 1xTBE (Tris-Borik Asit-EDTA) kullanildi. Agaroz jel (% 1°1ik) igin, 40 ml
1xTBE igeren bir balon joje icerisine 0.4 g agaroz (Prona Basica Le, PL 100
g) tartilarak ilave edildi. Mikrodalga firrnda homojen hale gelinceye dek isitildi
ve buhar ¢ikmasi durduktan sonra etidyum bromidten 4 pl eklendi. Hava

kabarcigl olusmayacak sekilde yavasca karistirildiktan sonra igerisine tarak
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yerlestirilmis olan elektroforez jel kiivetine dokuldu. 20-25 dk beklenerek jelin
donmasi saglandi. Bu sirada etidyum bromidin aktivitesini yitirmemesi igin
hazirlanan jel gun isigindan korundu. Donan jelden taraklar dikkatlice
cikarilarak icerisinde 1xTBE tamponu bulunan elektroforez tankinin igine
yerlestirildi. 6.5 pl reaksiyon karisimi agaroz jele ylkleme boyasiyla
karistinimadan yuklendi. Elektroforez jel diuzenegi 80 volta ayarlanarak 1
saat yurattldd. DNA fragman buyudkldkleri UV illuminatérde (UVP/LMS-20E)

goruntulendi.
3. BULGULAR
3.1. lzolasyon Bulgulari

Toplam 50 6rnekten 12 adetinde L. monocytogenes ATTC 7644 ve
laboratuvarda izole edilen Listeria spp.’ler Uzerine etki eden bakteriyofajlar
elde edildi. Asagidaki tabloda hangi 6rneklerden faj izole edildigi belirtilmistir
(Tablo 9).

Tablo 9. Bakteriyofaj izole edilen rnekler.

Pozitif Ornek | Ornekler Faj izolasyon Yéntemi Konakgi
Numaralari izolasyon Etkinligi
Bulgusu
1 KAU Merkez + Standart sus ATTC 7644
Kampls /Dere kullanmadan
2 Kars + Standart sus ATTC 7644
Merkez/Mezbahan kullanmadan
e
3 KAU Merkez Standart sus ATTC 7644
Kampus/Ciftlik + kullanmadan
4 Kars + Standart sus ATTC 7644
Merkez/Peynir kullanmadan
Fabrikasi
5 Kars + Standart sus ATTC 7644
Merkez/Dereigi kullanmadan
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6 Kars + Standart sus ATTC 7644
Merkez/Tavuk kullanmadan
Giftligi
7 Kars + Standart sus ATTC 7644
Merkez/Tedas kullanmadan
Karsisi
Kars - Standart sus ATTC 7644
Merkez/Havaalani kullanmadan
yolu/Mera
8 Kars + Standart sus ATTC 7644
Merkez/Peynirci(1) kullanmadan
9 Standart + Mitomisin-C ATTC 7644
Suslardan kullanarak
Kars - Standart sus ATTC 7644
Merkez/Kasap kullanmadan
10 KAU Merkez + Standart sus ATTC 7644
Kampis/Mandra kullanmadan
Kars Merkez/Digor - Standart sus ATTC 7644
Yolu/Mera kullanmadan
Kars - Standart sus ATTC 7644
Merkez/Selim kullanmadan
Yolu/ Su
Birikintileri
Kars Merkez/ - Standart sus ATTC 7644
Hayvan Pazari kullanmadan
Silaj - Standart sus ATTC 7644
kullanmadan/Mitomisin-
Cile
11,12 Laboratuvara ++ Standart sus Orneklerden
getirilen koyun kullanmadan izole edilen
akcigerleri (2 adet) Listeria
spp.’ler
Uzerine.
Toplam 12

Bakteriyofajlarin, Listeria spp.’'ler Uzerine damlatilarak bir gece boyunca 30
°C’de inkUbasyonlari sonrasinda, pozitif sonuglarin plak goérinimleri

asagidaki gibidir (Resim 7).
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Resim 7. Bakteriyofaj plak gérinumleri.
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3.2. Genotipik Karakterizasyon Bulgulari
3.2.2. RAPD-PCR Bulgular

Calismada kullanilan 12 adet bakteriyofajin deneysel olarak
tanimlanmasi i¢in, RAPD-PCR yontemi kullaniimigtir. Kalip DNA olarak daha
onceden bakteriyofajlardan uretilen genomik DNA’lar kullaniimigtir. PCR
sonucu elde edilen veriler Resim 8-10’da gdsterilmistir. Resim 8 OPL5 ve P1
primerleri kullanilarak elde edilen agaroz jel géruntisunu icermektedir. Resim
9'da P2 ve P1, Resim 10'da ise RAPDS primerleri kullanilarak elde edilen
agaroz jel goruntuleri gosterilmigtir. Yapilan bu ¢alismada, PCR sonuclarina
gore, 2,4 ve 9 nolu érneklerin faj tiplendirilmesi sirasiyla vB_SauS-philPLA35,
vB_SepiS-philPLA7 ve ®HS5 olarak tanimlanmistir. 12 ile 7, 11 ile 8 ve 1,3,5
ile 10’un ayni jel goruntistne sahip olmasi nedeniyle ayni turler olabilecekleri
dusundimustir. Ancak, yapilan literatur taramasina goére bu primerler

kullanilarak elde edilen ayni jel gorintlisune sahip drneklere rastlanmamistir.
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A B

6543 21 M1211 109 8 7 6 5 4 3 2 1 M

P1 Primer OPLS Primer

Resim 8. OPL5 ve P1 primeri kullanilarak elde edilen PCR’in agaroz jel
goruntusu. A) P1 primeri kullanilarak elde edilen 6 6rnegin PCR goruntisu.
B) OPL5 primeri kullanilarak elde edilen 6rneklerin PCR gorintiast (%
0.8'lik agaroz jel'e 100 bp marker ile birlikte yiklenmis ve 80 V’da 60 dk

yuratulmastar).
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A B

12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 M 12 1110 9 8 7 M

P2 Primer P1 Primer

Resim 9. P2 ve P1 primerleri kullanilarak elde edilen PCR’'In agaroz jel
goruntusu. A) P2 primeri kullanilarak elde edilen 6rneklerin PCR goruntusu.
B) P1 primeri kullanilarak elde edilen 6 6rnegin PCR goruntusu. (% 0.8’lik
agaroz jele 100 bp marker ile birlikte ylklenmis ve 80 V'da 60 dk

yurattlmastdr).
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RAPDS Primer
M 1211109 8 7 6 5 4 3 2 1M

Resim 10. RAPDS5 primeri kullanilarak elde edilen PCR’in agaroz jel
go6runtisu. RAPDS primeri kullanilarak elde edilen érneklerin PCR gorintisa.
(% 0.8’lik agaroz jele 100 bp marker ile birlikte yiklenmis ve 80 V'da 60 dk

yuratulmastar).
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4. TARTISMA VE SONUC

L. monocytogenes’e spesifik bakteriyofajlarin izolasyonlarinin ilk
olarak kaydedildigi tarihler, 1940lar ve 1960’lardir (Jasinska 1964).
GuUnumuze kadar 500’Un Uzerinde Listeria faji izole edilmis, bazilan faj
tiplendirme calismalari sirasinda sinirli olgude karakterize edilmigtir. Bu
zamana kadar bulunan Listeria spesifik fajlar Caudovirales takimina ait,
genellikle Siphoviridae ya da Myoviridae familyasindandir (Loessner ve ark.
2000). Bakteriyofajlara, baslica Listeria tlrleri ve serovarlarinda rastlanirken,
daha nadir gorulen turlerden L. grayii ve yeni tanimlanan L. rocourtii ve L.
marthi ile serovar 3 suslarinda rastlanmamistir. Serovar 3 suslari bakteriyofaj
infeksiyonuna direncliyken, serovar 4 suglarinin oldukgca duyarli olduklari
yapilan c¢alismalarda gosterilmigtir. Serovar 4b ve 4c suslarinin
bakteriyofajlara duyarli oldugu halde profaj tasimadiklari, bunun hicre
duvarlarindaki teikoik asit yapisinin farkliigindan kaynaklandigi ileri
strilmustir (Kuenne ve ark. 2013). Yine L. ivanovii subsp ivanovii'de
bakteriyofaj infeksiyonlarina olduk¢a duyarli olmasina ragmen, profaja

rastlanmamistir (Loessner ve Rees 2005).

Listeria spesik fajlar ilk olarak gunimuizden vyaklasik 70 yil
oncesinde tanimlanmistir. O tarihten glinimize kadar L. monocytogenes
bakteriyofajlarinin tanimlanmasinda kullanilan gesitli ydontemler gelistirilmistir.
Ancak tiplendirme metodlarinin gelismesini ve gelismis sonuglarin alinmasini
saglamak igin standardize edilmis metotlar yeterli degildir (Loessner ve
Busse 1990).

Birgok Listeria faji elektron mikroskobik olarak ve protein profilleri
yoninden incelenmesine ragmen, genomlari ile ilgili ¢ok fazla calisma
bulunmamaktadir. (Zink ve Loessner 1992). Gunumuze kadar, lizojenik olan
ve Siphoviridae familyasina ait PSA ve Al118 fajlarinin genomlari
sekanslanmig ve analiz edilmistir (Loessner ve ark. 2000, Zimmer ve ark.

2003). Listeria fajlarlariyla ilgili guinimuzde yapilan tum genomu sekanslama
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calismasinin virulent Miyovirus ve genis konakgi tercih araligi gosteren P100

fajiyla ilgili oldugu kaydedilmigtir (Carlton ve ark. 2005).

Listeria fajlarinin kanalizasyon kanallari, silaj ve gida uretim ortamlari
gibi kaynaklardan ve lizojenik suslardan izole edilebilecegi cesitli
calismalarda gosterilmigstir (Loessner ve Busse 1990, Hodgson 2000, Kim ve
ark. 2008). Yaklagik 500 listeriafaji izole edilmis, bazi fajlarin farkh tarleri
infekte edebilme 06zelligi oldugu belirlenmistir. Bu caligmalar bize Listeria
fajlar arasinda oldukga genis bir gesitlilik oldugunu gdéstermektedir (Hagens

ve Loessner 2014).

Tanimlanmis olan bakteriyofajlarin ¢ogu, 1hmh (lizojenik) fajlar olup,
konak¢l genomuna integre olmus durumdadir. Diger bakterilerde oldugu gibi,
UV 1s1g31 ve mitomisin-C gibi, DNA hasarina neden olan ajanlarla, litik dongu
indUklenebilmekte ve infektif fajlarin olusmasina neden olabilmektedir
(Loessner 1991).

izole edilen Listeria spesifik fajlar genellikle bakteriyi tiplendirme
amaciyla kullaniimaktadir. Bu yontem oldukga ucuz, basit ve hizhdir.
Bakteriyofajlar ayni zamanda bir sustan bagka bir susa genetik 6zellik
transferinde de kullanilabilmektedir. Bu galismalar genetik manipulasyon ve
fenotip caligmalarina imkan tanimaktadir. Lauer ve ark. (2002)’'nin yaptiklari
calismalarda, E. coli ve Listeria arasinda transfer yapabilen, Listeria
genomuna transformasyondan sonra integre olabilen fajlarin oldugunu ifade

etmislerdir.

Loessner ve Busse (1990) yaptiklari ¢galismada, sut drtnleri ve gesitli
gidalardan izole edilmis ve tanimlanmig 57 Listeria susu Uzerinde 16 faj
izolati kullanarak tiplendirme yapmiglardir. Yaptiklari galismada 100X rutin faj
test dilisyonu ile tiplendirmede %84,5 oraninda basari elde etmigler ve
tiplendirmenin birka¢ hafta sonra bile tekrarlanabilirliginin oldukga yUksek
oldugunu ortaya koymuslardir. Yine bu g¢alismada serovar 3, L. grayi ve L.

murrayi’nin lizise kargi direngli olduklarini ortaya koymuslardir.
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Kim ve ark. (2008)nin yaptigi calismada, Amerika Birlesik
Devletlerinde, 4 ayri hindi Uretim tesisinden L. monocytogenes’e 6zgu faj
izolasyonu denenmigtir. Alinan bu c¢evresel Ornekler ayni zamanda
Listeria spp. izolasyonu ic¢in de kullaniimistir. Toplamda 12 faj izole
edilmis ve bunlar konakgi spektrumlarina gére 3 farkli gruba ayrilmistir. ilk
gruba giren 9 bakteriyofajin, cesitli L. monocytogenes serotiplerini ve
Listeria turlerini (L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri ve L. ivanovii)
infekte edebildigi gorulmustir. Geriye kalan fajlarin daha dar spektrumlu
olduklari gdzlemlenmistir. izole edilen Listeria tiirlerinden faj direngli olan
2 sugla vyapillan c¢alisma sonucunda, fajlarin konakgl Uzerine

adsorbsiyonunun oldukc¢a az sayida oldugu gorulmustur.

Arachchi ve ark. (2014) yaptiklari g¢alismada, daha Once deniz
drdnlerinden izole edilen Listeria turlerinin, arastinlmamis olan
bakteriyofajlara karsi duyarliliklarini incelemislerdir. Calismada deniz
drtnlerinden izole edilmig Listeria tdrleri Gzerine 3 farkli bakteriyofaj
etkinligi, litik zonlarin sekline ve plaklara bakilarak degerlendirilmigtir.
Cahsmada FWLLm1, FWLLmM3 ve FWLLmS5 fajlari kullaniimigtir. Toplam
50 adet Listeria susu Uzerindeki denemelerde, 42 susun fajlara duyarl
oldugu gosterilmistir. Ayni arastiricilar bagka bir calismada deniz
urtnlerinden izole edilen bakteriyofajlarin Listeria suslari Uzerine etkilerini
arastirlmiglar, bakteriyofajlarin oldukga genis konakgi spektrumuna sahip
olduklarini  bildirmiglerdir. Calismada, deniz UrUnlerindeki Listeria
kontamisyonunda, bakteriyofajlarin koruyucu olarak kullanilabileceklerini

onerilmistir (Arachchi ve ark. 2013).

Vongkamjan ve ark. (2012), yaptiklari galismada iki ayri igsletmeden
aldiklar1 silajlardan bakteriyofaj ve L. monocytogenes izolasyonu
yapmiglardir.  Orneklerin  %4,5'inin L. monocytogenes yodnlnden,
%47,8’inin listeriafaj yonlinden pozitif oldugunu gérmuslerdir. Toplam 13

referans L. monocytogenes susu Uzerindeki faj etkinligi denemelerinde
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fajlarin genis spektruma sahip olduklarini ancak L. monocytogenes 3c

serotipinin fajlara direngli oldugunu kaydetmiglerdir.

Diana Gutiérrez ve ark. (2011) yaptiklari ¢calismada, farkh genetik
Ozelliklere sahip fajlardan olugsan kokteyllerin faj terapisinde daha etkili
oldugunu ileri sirmusglerdir. Yapilan bu ¢alismada Staphylococcus aureus,
Lactococcus lactis, E. coli, Streptococcus thermophilus, Bacillus subtilis
ve Lactobacillus casei bakteri suslarini infekte edebilen 26 farkl
bakteriyofaj, RAPD-PCR teknigi ile elde edilen bant patternleri agisindan
degerlendirilmistir. Calismada OPL5 (5-ACGCAGGCAC-3), RAPD5 (5-
AACGCGCAAC-3), P1 (5-CCGCAGCCAA-3) ve P2 (5-AACGGGCAGA-3)
primerleri kullanilmistir. Elde ettikleri bant patterlerinden RAPD-PCR ile
elde edilmis bant patternlerinin bakteriyofaj tiplendirmede kolay ve

tekrarlanabilir bir metod oldugunu gostermiglerdir.

Yaptigimiz galismada izole ettigimiz 12 bakteriyofajin deneysel olarak
tanimlanmasi igin, RAPD-PCR yo6ntemi kullaniimistir. Bu c¢alismada
kullanilan  primerler, Gutiérrez ve arkadaslarinin  c¢alismalarinda

kullandiklar rastgele primerlerdir (Gutiérrez ve ark. 2011).

Yaptigimiz ¢alismada  PCR sonuglarina gore, 3 bakteriyofaj vB-
_SauS-philPLA35, vB_SepiS-philPLA7 ve ®H5 olarak tanimlanmistir. 7, 11,
12 ile 1, 3, 5 ve 8 ile 10 numarali drneklerin ayni jel gérintlstne sahip
olmasi dolayisiyla ayni turler olabilecekleri dugunulmektedir. Ancak yapilan
literatlr taramasina gore bu primerler kullanilarak elde edilen ayni jel
goOruntisune sahip drneklere rastlanmamigtir. Elde ettigimiz bu sonuglar
Gutiérrez ve ark. (2011)'nin yaptiklari gcalismada 6nerdikleri “bakteriyofaj
kokteylinin terapide daha etkili olabileceg@i” tezini desteklemektedir. Elde
ettigimiz bant patternlerine bakildiginda, tanimlanabilen bakteriyofajlardan
vB_SepiS-philPLA7’nin S. epidermidis, vB_SauS-philPLA35 ve ®H5’in S.
auerus Uzerine etkili olduklari daha 6nce yapilan galismalarda gosterilmigtir.
Bakteriyofajlarin cinse spesifik oldugunu bilgisinden yola ¢ikarak, ¢cevresel

orneklerden izole edilen faj suspansiyonu iginde farkli bakteriyofaj
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turlerinin bulunabilecegi ve bu karisimin (bakteriyofaj kokteylinin) farkli
tarler Uzerine etkili olabilecegi dusunuldu. Kullanilan primerler ile varligini
gOsterebildigimiz bu bakteriyofajlar disinda bagka tlr bakteriyofajlarin

varhgi, yine gasitli primerler ile gosterilebilecektir.

Taradigimiz literatlrler icinde, hangi bakteriyofaj turune ait
oldugunu tespit edemedigimiz fakat ayni bant patternine sahip
bakteriyofajlar gozlemledik. Bunlardan 5 tanesinin (1, 3, 5, 8 ve 10 ) ve
diger 3 tanesinin (7, 11 ve 12) ayni bant goérintulerine sahip olduklarini
belirlendi. Elde edilen bu bantlarin sekanslamasi yapilarak, kayitli bulunan
bakteriyofaj genom sekansiyla karsilastirilarak hangi bakteriyofaj tlra
oldugu yapilacak g¢alismalarda anlasilabilecek, boylece ayni bakteriyofajin

RAPD-PCR bant patterni de yaptigimiz ¢calismayla belirlenmis olacaktir.

Literatir taramalarimizda Kars bodlgesinde daha Once Listeria
turlerine 6zgu faj calismalar yapilmadigi gorulmastir. Bu nedenle bu
yorede Uretilecek olan silajlar, hayvansal gidalarin dekontaminasyonu vb.

amaglar i¢in calismamizin yol gosterici olabilecegini dusunmekteyiz.
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5. OZET

Listeriozis ruminanthlarda abortus, ensefalomyelitis ve septisemi ile
seyrederek, énemli ekonomik kayiplara yol acan zoonoz bir infeksiyondur.
Listeria’larin dogal rezervuarlarinin toprak ve memelilerin sindirim sistemi
olmasi, Listeria’lar ile gidalarin kontaminasyon ihtimalini artirmaktadir.
Teknolojinin gelisimiyle birlikte daha hizli bir yagsam tarzinin benimsendigi
toplumlarda hazir gida tuketiminin artmasi, buzdolabi isisinda Ureyebilen

Listeria’lara kargi daha dikkatli ve kontrollu tuketimi gerektirmektedir.

Bu calismada, Kars merkezde bulunan bazi ticari igletmelerden ve
cevresel odaklardan toplam 45 6érnek toplandi. Orneklerin toplanirken Kirli
alanlar, lagim sularinin karigtigi alanlar ve kanath hayvanlarin temas ettigi
cevresel ornekler tercih edildi. Yine Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji ABD Laboratuvarina getirilen 3 silaj 6rnegdi ve Listeria supheli 2
ornek degerlendirmeye alindi. Toplamda 50 6rnekten litik faj izolasyonu ve
mitomisin-C ile lizojenik faj izolasyonu gerceklestirildi. Bu orneklerin 12
tanesinden 1 adetinden lizojenik, 11 adetinden ise litik faj izolasyonu yapildi.

izolasyon, plak gériiniimleriyle dogrulandi.

izolasyonu yapilan bakteriyofajlari genotipik olarak tiplendiriimek igin
RAPD-PCR yontemi kullanildi. DNA’larin agaroz jel goéruntilerinde 3 fajin
daha oOnceki c¢alismalarda tespit edilmis vB_SepiS-philPLA7, vB_SauS-
philPLA35 ve ®H5 olduklarn goéruldi. Geriye kalan 9 fajin bant profilleri
karsilastirildiginda, 3 fajin bant profillerinin ve diger 5 fajin bant profillerinin

ayni olduklari gorulda.

Listeria infeksiyonlarinin hayvan ve insan saglhgi agisindan énemli ve
ekonomik kayiplara sebep oldugu dusunuldiugunde, mevcut calismanin
yorede Uretilecek olan silajlarin, hayvansal gidalarin dekontaminasyonu

ve diger amaglar igin yol gosterici olabilece@i kanisina varildi.
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6. SUMMARY

Listeriosis is a zoonotic infection, causes abortion, encephalomyelitis
and septicaemia in ruminants, leading to significant economic loss. The fact
that soil and the digestive systems of mammals are the natural reservoirs for
Listeria spp. increases the likelihood that food contamination will occur. In
developed societies, the faster pace of life and technological advances have
resulted in increased consumption of processed foods, making it necessary
to take more precautions against Listeria spp., which propagate even under

refrigeration.

In this study, 45 samples were collected from some commercial
businesses and environmenral focus located in Kars center. Dirty areas, the
area in contact with the mix of sewage and poultry environmental were
preferred while collecting samples. Again, 3 silage samples and two samples
were suspicious of Listeria were evaluated that brougt to Kafkas University,
Faculty of Veterinary Microbiology Laboratory. Isolation of lytic phage and
lysogenic phage with mitomycin-C from total of 50 samples was performed.
From 1 out of 12 of these samples lysogenic, from the remaining 11 samples

lytic phage isolation were made. Isolation was confirmed by plague view.

RAPD-PCR method was used to genotyping of bacteriophages that
were isolated. The agarose gel images of 3 phages view were observed to
have been determined as previous study vB_SepiS-philPLA7, vB_SauS-
philPLA35 and ®H5. When band profiles belong to remaining 9 phages were
compared, band profiles of 3 phages and the other 5 phages band profiles

evaluated to be the same with each other.

This study is thought to be precursors for purposes such as the
decontamination of silage will be produced in the region and animal food,
since Listeria infections are important for animal and human health and

cause considerable economic losses.



N

60

KAYNAKLAR

Abedon S.T., Kuhl S.J., Blasdel B.G., Kutter E.M.: Phage treatment of
human infections, Bacteriophage 1:2, 66-85. 2011.

Ackermann H.W.: Bacteriophage observations and evolution. Res
Microbiol 154, 245-251. 2003.

Ackermann H.W.: Bacteriophage taxonomy in 1987. Microbiol. Sci., 4;
214-218. 1987.

Akca D., Sahin M.: Kars yoresi sigirlarindan alinan sit ve vajinal sivap
orneklerinden Listeria tlrlerinin arastirilmasi, Kafkas Univ. Vet. Fak.
Derg., 17 (6): 987-993. 2011.

Akca D.. Kars yoresi sigirlarindan alinan sut ve vajinal sivap
orneklerinden Listeria turlerinin arastiriimasi, Kafkas Univ. Saglik Bilimleri
Enstitusu, Doktora tezi. 2010.

Arachchi G.J., Cruz C.D., Dias-Wanigasekera B.M., Mcintyre L., Billington
C., Hudson A., Flint S.H., Mutukumira A.N.: Host range and in vitro lysis
of Listeria monocytogenes seafood isolates by bacteriophages., Food Sci
Technol Int. 20(8):591-603. 2014.

Arachchi G.J., Mutukumira A.N., Dias-Wanigasekera B.M., Cruz C.D.,
Mcintyre L., Young J., Flint S.H., Hudson A., Billington C.: Characteristics
of three listeriaphages isolated from New Zealand seafood environments.
J Appl Microbiol. 115(6):1427-38. 2013.

Arda M, Minbay A., Leloglu N, Aydin N., Karaman M., Akay 0., llgaz A.,
Izglr M., Diker K.S; Ozel mikrobiyoloji 4. Baski Medisan Ankara. 1997.
Arda M., Minbay A., Leloglu N., Aydin N., Kahraman M., Akay O., ligaz
A., izgir M. ve Diker K. S.: Ozel mikrobiyoloji ders kitabi. 5. baski,
Medisan yayinlari, Ankara, S: 147-155. 1999.

10.Arda M.: Temel mikrobiyoloji ders kitabi. 2. Baski, Medisan yayinlari,

Ankara. 2000.

11. Atterbury R.J., Van Bergen M.A.P., Ortiz F., Lovell M.A., Harris J.A., De

boer A., Wagenaar J.A., Allen V.M., Barrow P.A.: Bacteriophage therapy
to reduce Salmonella colonization of broiler chickens. Applied and
Environmental Microbiology, 73, 4543-4549. 2007.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Arachchi%20GJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23908393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cruz%20CD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23908393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dias-Wanigasekera%20BM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23908393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McIntyre%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23908393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Billington%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23908393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Billington%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23908393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hudson%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23908393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Flint%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23908393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mutukumira%20AN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23908393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23908393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23908393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Arachchi%20GJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23957554
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mutukumira%20AN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23957554
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dias-Wanigasekera%20BM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23957554
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cruz%20CD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23957554
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McIntyre%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23957554
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Young%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23957554
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Flint%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23957554
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hudson%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23957554
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Billington%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23957554
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23957554

61

12.Barrow P.A., Soothill J.S.: Bacteriophage therapy and prophylaxis:
rediscovery and renewed assessment of potential. Trends Microbiol
5:268-71. 1997.

13.Bhunia A.K.: Antibodies to Listeria monocytogenes. Crit. Rev. Microbiol.
23(2):77-107. 1997.

14.Bielecki J.: Bacterial determinants of intracellular growth of Listeria
monocytogenes. Acta Microbiol Pol. 40(3/4):131-136. 1991.

15.Boyd E. F., Brissow H.: Common themes among bacteriophage-encoded
virulence factors and diversity among the bacteriophages involved,
Trends in Microbiology Vol.10 No.11. 2002.

16.Breed R.S., Murray E.G.D., Smith N.R.: Bergey’s manual of
determinative bacteriology, 7, The Willlams and Wilkins Company,
Baltimore. 1957.

17.Briers Y., Klumpp J., Schuppler M., Loessner M.J.: Genome sequence of
Listeria monocytogenes Scott A, a clinical isolate from a food-borne
listeriosis outbreak. J Bacteriol 193:4284-5. 2011.

18.Bruynoghe R., Maisin J.: Essais de the'rapeutique au moyen du
bacteriophage. C. R. Soc. Biol. 85:1120-1121. 1921.

19.Bubert A., Hein I., Rauch M., Lehner A., Yoon B., Goebel W. and Wagner
M.: Detection and differentiation of Listeria spp. by a single reaction
based on multiplex PCR. Applied and Environmental Microbiology,
65(10), 4688-4692. 1999.

20.Bubert A., Kohler S. and Goebel W.: The homologous and heterologous
regions within the iap gene allow genus and species-specific identification
of Listeria spp. by polymerase chain reaction. Applied and Environmental
Microbiology, 58(8), 2625-2632. 1992.

21.Cain D.B., ve McCann V.L.: An unusual case of cutaneous listeriosis. J.
Clin. Microbiol. 23:976-977. 1986.

22.Carlton R.M., Noordman W.H., Biswas B., de Meester E.D., Loessner
M.J.: Bacteriophage P100 for control of Listeria monocytogenes in foods:
genome sequence, bioinformatic analyses, oral toxicity study, and
application. Regul Toxicol Pharmacol 43, 301-312. 2005.



62

23.Chakraborty T., Goebel W.: Recent developments in the study of
virulence in Listeria monocytogenes. Curr. Top. Microbiol. 138:41-58.
1988.

24.Chkonia I..: Antibacterial-antifungal natural composite for dental use,
Bacteriophages and probiotics- Alternative to antibiotics cogress, July 1-4,
Thilisi, Georgia. 2012.

25.Cooper C.: Controlled delivery of bacterial viruses for the eradication of
bacterial infection, Doktora Tezi, Cardiff University, Cardiff, UK. 2011.

26.Cossart P., Lecuit M.: Interactions of Listeria monocytogenes with
mammalian cells during entry and actin-based movement: bacterial
factors, cellular ligands and signaling. EMBO J. 17(14):3797-3806. 1998.

27.Cossart P., and Mengaud J.: Listeria monocytogenes-a model system for
the molecular study of intracellular parasites. Mol. Biol. Med. 6:463-474.
1989.

28.Cossart P., Pizarro-Cerda J., Lecuit M.: Invasion of mammalian cells by
Listeria monocytogenes: Functional mimicry to subvert cellular functions.
TRENDS Cell. Biol. 13(1):23-31. 2003.

29.Cotter P.D., Hill C.: Surviving the acid test: Responses of Gram-positive
bacteria to low pH. Microbiol. Mol. Biol. R. 67(3):429-453. 2003.

30.Demirbag Z., Demir i.: Genel Mikrobiyoloji Laboratuari Ders Kitabi, 4.
Baski, Trabzon. 2011.

31.Diker K.S.: immunoloji. Medisan yayinevi 1.Baski, Ankara. 1998.

32.Disson O., Lecuit M.: Targeting of the central nervous system by Listeria
monocytogenes, Virulence 3:2, 213-221. 2012.

33.Donjacour A., Paros M.: Bacterophage prevention and therapy for
coliform mastisis, Bacteriophages and probiotics- Alternative to antibiotics
cogress, Thilisi, Georgia. 2012.

34.Donnelly C. W. and Baigent G. J.: Method for flow cytometric detection of
Listeria monocytogenes in milk. Applied and Environmental Microbiology,
52(4), 689-695. 1986.

35.Dorscht J., Comparative genomics of Listeria bacteriophages, Doktora

Tezi, Technische Universitat Minchen, Munih, Almanya. 2007.



63

36.Dramsi S., Lebrun M., Cossart P.: Molecular and genetic determinants
involved in invasion of mammalian cells by Listeria monocytogenes. Curr.
Top. Microbiol. 209:61-77. 1996.

37.Drevets D.A., Leenen P.J.M., Greenfield R.A.: Invasion of the central
nervous system by intracellular bacteria. Clin. Microbiol. Rev. 17(2):323-
347. 2004.

38.Eaton M.D., Bayne-Jones S.. Bacteriophage therapy: Review of the
principles and results of the use of bacteriophage in the treatment of
infections (I). J Am Med Assoc 103:1769-76. 1934.

39.Edelson B.T., Unanue E.R.: Immunity to Listeria Infection. Curr. Opin.
Immunol. 12:425-431. 2000.

40.Endersen E... Isolation and characterization of six novel
mycobacteriophages and investigation of their antimicrobial potential in
milk, Bacteriophages and Probiotics- Alternative to antibiotics cogress,
Thilisi, Georgia. 2012.

41.Erdogan H. M.: An epidemiological study of listeriosis in dairy cattle. PhD
Thesis, Bristol Universty, Bristol, U.K. 1998

42.Erdogan H.M., Gokce G., Gokge H. I., Kirmizigiil A. H., Giines V., Sural
E. ve Yilmaz K.: Kars Yoresi'ndeki sigirlarda Listeria monocytogenes
infeksiyonlarinin ELISA ydntemi ile arastirimasi. Kafkas Universitesi
Veteriner Fakultesi Dergisi. Cilt:5, sayi :1, s.43-46. 1999.

43.Evanson D.J., Klatt M. J., Donlevy T.P. and Flowers R.S.: Agar-based 24-
H method for presumptive identification of Listeria monocytogenes.
Journal of Food Protection, 54(5), 370-371. 1991.

44 Farber J.M., Peterkin P. I.: Listeria monocytogenes, a food-borne
pathogen. Microbiological Reviews. Vol. 55, No. 3 476-511. 1991.

45.Garrity M.G., Boone D.R., Castenholz R.W.. Bergey's manual of
systematic bacteriology, ISBN 978-0-387-21609-6. 2001.

46.Glomski I.J., Gedde M.M., Tsang A.W., Swanson J.A., Portnoy D.A.: The
Listeria monocytogenes hemolysin has an acidic pH optimum to
compartmentalize activity and prevent damage to infected host cells. The
J. Cell Biol. 156(6):1029-1038. 2002.



64

47.Goebel W., Kuhn M.: Bacterial replication in the host cell cytosol. Curr.
Opin. Microbiol. 3:49-53. 2000.

48.Goodridge L., Abedon S. T.: Bacteriophage biocontrol and bioprocessing:
application of phage therapy to industry. SIM News (Society for Industrial
Microbiology News) 53:254-262. 2003.

49.Gray M.L., Killinger A.H.: Listeria monocytogenes and Listeric infections.
Bacteriology, Reviews 30 2, 309--82. 1966.

50.Gutiérrez D., Martin-Platero A.M., Rodriguez A., Martinez-Bueno M.,
Garcia P., Martinez B.: Typing of bacteriophages by randomly amplified
polymorphic DNA (RAPD)-PCR to assess genetic diversity. FEMS
Microbiol Lett.322(1):90-7. 2011.

51.Given A.: Elazi§ ilinde tiketime sunulan et ve bazi et Grlnlerinde Listeria
tirlerinin aragtirimasi. Doktora tezi, Firat Universitesi, Elazi§. 1994.

52.Hagens S., Loessner M.J.: Phages of Listeria offer novel tools for
diagnostics and biocontrol. Front. Microbiol.,5;1-6. 2014.

53.Hasoksuz M., llgaz A.: Marmara Bolgesindeki saglam koyunlarin kan
serumlarinda ELISA ydntemi ile Listeria monocytogenes’e karsi olusan
antikorlarin saptanmasi ve listeriosis Uzerinde etiyolojik-epizootiolojik
calismalar. istanbul Universitesi Veteriner Fakultesi Dergisi, 26:157-174.
2000.

54.Hearty S.: Production and application of monoclonal antibodies suitable
for the specific detection of Listeria Monocytogenes, Dublin City
University. School of Biotechnology. 2005.

55.Hodgson D.A.: Generalized transduction of serotype 1/2 and serotype 4b
strains of Listeria monocytogenes. Mol. Microbiol. 35, 312-323.2000.

56.Holko I., Urbanova J., Kantikova M., Pastorova K. and Kmet V.. PCR
detection of Listeria monocytogenes in milk and milk products and
differentiation of suspect isolates. Acta Vet. Brno, 71, 125-131. 2002.

57.1kiz S.: Listeriozun laboratuvar tanisi. . Ulusal Zoonoz Kongresi, Erzurum,
S: 62-64. 2007.

58.Jasinska S.. Bacteriophages of Ilysogenic strains of Listeria
monocytogenes. Acta Microbiol Pol 13:29-43. 1964.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guti%C3%A9rrez%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21692832
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mart%C3%ADn-Platero%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21692832
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rodr%C3%ADguez%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21692832
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mart%C3%ADnez-Bueno%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21692832
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garc%C3%ADa%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21692832
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mart%C3%ADnez%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21692832
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21692832
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21692832

65

59.Jones J.B., Jackson |.E., Balogh B., Obradovic A., Inarte F.B., Momol,
M.T.: Bacteriophages for plant disease control. Annual Review of
Phytopathology, 45, 245-262. 2007.

60.Kathariou S.: Listeria monocytogenes virulence and pathogenicity, a food
safety perspective. J. Food. Protect. 65(11):1811-1829. 2002.

61.Kennerman E., Erdogan H. M., Senturk S. ve Golcu E.. Bursa
Bolgesindeki koyunlarda Listeriosisin ELISA ile serolojik tanisi. Veteriner
Cerrahi Dergisi. 6(3-4), 22-25. 2000.

62.Kim J. W., Siletzky R. M., Kathariou S.: Host ranges of Listeria-specific
bacteriophages from the turkey processing plant environment in the
United States, Applied And Environmental Microbiology, 74 (21), 6623—
6630. 2008.

63.Kim J. W.. Temperature - dependent phage resistance in Listeria
monocytogene epidemic clone Il strains. North Carolina State University,
Food Science, Raleigh, North Carolina. 2008.

64.Kim J., Siletzky R.M., Kathariou S.: Host ranges of Listeria-specific
bacteriophages from the turkey processing plant environment in the
United States, Appl. Environ. Microbiol. vol. 74 no. 21 6623-6630. 2008.

65.Klara M., Posfay B., Ellen R.W.: Listeriosis, Seminars in Fetal & Neonatal
Medicine 14; 228-233. 2009.

66.Klaus S., Kruger D., Meyer, J.: Bakterienviren. (Jena: Gustav Fischer
Verlag), pp. 300. 1992.

67.Klumpp J., Loessner M.J.: Listeria phages genomes, evolution, and
application, Bacteriophage 3:3. 2013.

68.Kozak J., Balmer T., Byrne R., Fisher K.. Prevalence of Listeria
monocytogenes in foods: Incidence in dairy products, Food Control, Vol 7.
No. 4/5, pp. 215-221. 1996.

69.Kuenne C., Billion A., Mraheil M.A., Strittmatter A., Daniel R., Goesmann
A., Barbuddhe S., Hain T., Chakraborty T.: Reassessment of the Listeria
monocytogenes pan-genome reveals dynamic integration hotspots and
mobile genetic elements as major components of the accessory genome.
BMC Genomics; 14 : 47. 2013.


http://aem.asm.org/search?author1=Jae-Won+Kim&sortspec=date&submit=Submit
http://aem.asm.org/search?author1=Robin+M.+Siletzky&sortspec=date&submit=Submit
http://aem.asm.org/search?author1=Sophia+Kathariou&sortspec=date&submit=Submit

66

70.Lang L.H.: FDA approves use of bacteriophages to be added to meat and
poultry products. Gastroenterology, 131, 1370. 2006.

71.Lauer P., Chow M.Y., Loessner M.J., Portnoy D.A., Calendar R.:
Construction, characterization, and use of two Listeria monocytogenes
site - specific phage integration vectors. J. Bacteriol. 184, 4177-4186.
2002.

72.Loessner M.J., Busse M.: Bacteriophage typing of Listeria species. Appl
Environ Microbiol 56, 1912-1918. 1990.

73.Loessner M.J., Goeppl S., Busse M.: Comparative inducibility of
bacteriophage in naturally lysogenic and lysogenized strains of Listeria
spp. By U.V. light and Mitomycin C. Lett Appl Microbiol; 12:196-9. 1991.

74.Loessner M.J., Inman R.B., Lauer P., Calendar R.: Complete nucleotide
sequence, molecular analysis and genome structure of bacteriophage
A118 of Listeria monocytogenes: implications for phage evolution. Mol
Microbiol 35, 324-340. 2000.

75.Loessner M.J., Rees E.D.: Listeria Phages: basics and applications. In:
Waldor MK, Fiedman DI, Adhya SL, eds. Phages: their role in bacterial
pathogenesis and biotechnology. Washington: ASM Press,362-79. 2005.

76.Loessner M.J.: Improved procedure for bacteriophage typing of Listeria
strains and evaluation of new phages. Appl Environ Microbiol 57, 882-
884.1991.

77.Lorber B.: Listeriosis. Clin. Infect. Dis. 24:1-11. 1997.

78.Low J.L. ve Donachie W.A.: Review of Listeria monocytogenes and
Listeriosis., The Veterinary Journal, 153, 9-29. 1997.

79.McLauchlin J.: Listeria monocytogenes, recent advances in the taxonomy
and epidemiology of listeriosis in humans. Journal of Applied Bacteriology
63, 1-11. 1987.

80.Miedzybrodzki R., Borysowski J., Weber-Dabrowska B., Fortuna W.,
Letkiewicz S., Chapter 3 - Clinical Aspects of Phage Therapy. In:
Malgorzata L, Waclaw S, editors. Advances in Virus Research: Academic
Press. pp. 73-121. 2012.



67

81.Murray E.G.D., Webb R.A., Swann M.B.R.: A disease of rabbits
characterized by large mononuclear leucocytosis, caused by a hitherto
undescribed bacillus, Bacterium monocytogenes (n. sp.). J. Pathol.
Bacteriol. 29:407-439. 1926.

82.Nakai T., Park S.C.: Bacteriophage therapy of infectious diseases in
aguaculture. Research in Microbiology, 153, 13-18. 2002.

83.North R.J., Conlan J.W.: Immunity to Listeria monocytogenes. Chem.
Immunol. 70:1-20. 1998.

84.0rndorf P.E., Hamrick T.S., Smoak I.W., Havell E.A.: Host and bacterial
factors in Listeriosis Pathogenesis. Vet. Microbiol 114:1-15. 2006.

85.Parihar V.S., Barbuddhe S.B., Danielsson-Tham M.L., Tham W.: Isolation
and characterization of Listeria species from tropical seafoods, Food
Control 19; 566-569. 2008.

86.Picoux J. B.: Ovine listeriosis. Small Ruminant Research, 76, 12-20.
2008.

87.Pirisi A.: Phage therapy--advantages over antibiotics? Lancet 356:1418.
2000.

88.Portno D.A.: Innate immunity to a facultative intracellular bacterial
pathogen. Cur. Opin. Immunol. 4:20-24. 1992.

89.Portnoy D.A., Auerbuch V., Glomski I.J.: The cell biology of Listeria
monocytogenes infection: The intersection of bacterial pathogenesis and
cell-mediated immunity. J. Cell Biol. 158(3):409-414. 2002.

90.Portnoy D.A., Chakraborty T., Goebel W., Cossart P.: Molecular
determinants of Listeria monocytogenes pathogenesis. Infect. Immun.
60(4):1263-1267. 1992.

91.Pouillot F., Gabard J.: Efficacy of phage therapy in experimental sepsis
and meningitis coused by O25b:H4-ST131 E. coli strain producing CTX-
M-15, Bacteriophages and probiotics- Alternative to antibiotics cogress,
Thilisi, Georgia. 2012.

92.Quinn P.J., Carter M.E., Markey B.K. and Carter G.R.: Clinical veterinary
microbiology. Mosby Publishing. London. 43-55, 327-344Pp. 2004.



68

93.Rice T. B.: Use of bacteriophage filtrates in treatment of suppurative
conditions: report of 300 cases. Am. J. Med. Sci. 179:345-360. 1930.

94.Rocourt J.: [Bacteriophages and bacteriocins of the genus Listeria].
Zentralbl Bakteriol Mikrobiol Hyg [A] 261, 12-28. 1986.

95.Rocourt J., Boerlin P., Grimont F., Jacquet C., Piffaretti J.C.: Assignment
of Listeria grayi and Listeria murrayi to a single species, Listeria grayi
with a revised description of Listeria grayi. International Journal of
Systematic Bacteriology 42, 1,171-4. 1992.

96.Rocourt J., Weymeyer U., Stackebrandt E.. Transfer of Listeria
denitrificans to a new genus, Jonesia gen. nov. as Jonesia denitrificans
comb. nov. International Journal of Systematic Bacteriology, 37, 3, 266-
70. 1987.

97.Salyers A.A., Whitt D.D.: Listeria monocytogenes. P. 182-189. in:
Bacterial pathogenesis: A molecular approach. ASM Pres, Washington
D.C. ABD. 2002.

98.Sauders B.D., Wiedmann M.: Ecology of Listeria species and L.
monocytogenes in the natural environment. In E. T. Ryser, & E. H. Marth
(Eds.), Listeria, listeriosis, and food safety (pp. 21e53). New York: Marcel
Dekker. 2007.

99.Schless R.A.: Staphylococcus aureus meningitis: treatment with specific
bacteriophage. Am. J. Dis. Child. 44:813—-822. 1932.

100. Seeliger H.P.R., Jones D. Listeria. Bergey's manual of systematic
bacteriology. (volume II). pp. 1235-45. eds P. H. A. Sneath, N. S. Mair, M.
E. 1986.

101. Seeliger, H. P. R.: Listeriosis, 2nd edition. Basel: Karger. 1961.

102. Seeliger, H.P.R., Hohne, K.: Serotyping of Listeria monocytogenes
and related species. Methods in Microbiology, 13, 31-49. 1979.

103. Shaughnessy L.M., Swanson J.A.: The rol of the activated
macrophage in clearing Listeria monocytogenes infection. Front. Biosci.
12:2683-2692. 2007.



69

104. Smith H.W., Huggins M.B.: Successful treatment of experimental
Escherichia coli infections in mice using phage: Its general superiority
over antibiotics. J Gen Microbiol 128:307-18; PMID: 7042903. 1982.

105. Southwick F.S., Purich D.L.: Intracelluler pathogenesis of Listeriosis.
The New Engl. J. Med. 334(12):770-776. 1996.

106. Stebbins C.E.: Structural Insights into bacterial modulation of the host
cytoskeleton. Curr. Opin Struc. Biol. 14:731-740. 2004.

107. Stout B. F.: Bacteriophage therapy. Texas State J. Med. 29:205-209.
1933.

108. Stuart S.E., Welshimer H.J.: Taxonomic reexamination of Listeria Pirie
and transfer of Listeria grayi and Listeria murrayi, to a new genus
Murrava. Internalional Journal of Systematic Bacteriology, 24, 177-85.
1974.

109. Sulakvelidze A., Alavidze Z., Morris J.G.: Bacteriophage therapy.
Antimicrobial Agents And Chemotetherapy, 45 (3), 649-659. 2001.

110. Summers W.C.: Felix d’'Herelle and the origins of molecular biology.
Yale University Press, New Haven, Conn 14. 1999.

111. Swaminathan B, Gerner-Smidt P.. The epidemiology of human
listeriosis, Microbes and Infection 9; 1236-1243. 2007.

112. Sahin M., Turkiyede listeriyozun hayvanlardaki durumu, |. Ulusal
Zoonoz Kongresi, Erzurum. 2007.

113. Sahin M. ve Beytut E.: Abortions in sheep due to Listeria ivanovii in
the Kars region. Turk. J. Vet. Anim. Sci. 30, 503-506. 2006.

114. Vazquez-Boland J.A., Kuhn M., Berche P., Chakraborty, T.,
Dominguez-Bernal G., Goebel W., Gonzalez-Zorn B., Wehland J., Kreft
J.: Listeria pathogenesis and molecular virulence determinants. Clin.
Microbiol. Rev. 14(3): 584-640. 2001.

115. Vongkamjan K., Switt A.M., den Bakker H.C., Fortes E.D., Wiedmann
M.. Silage collected from dairy farms harbors an abundance of
listeriaphages with considerable host range and genome size diversity.,
Appl Environ Microbiol.78(24):8666-75. 2012.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vongkamjan%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23042180
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Switt%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23042180
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=den%20Bakker%20HC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23042180
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fortes%20ED%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23042180
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wiedmann%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23042180
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wiedmann%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23042180
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23042180

70

116. Wang I.N., Smith D.L., Young R.: Holins: the protein clocks of
bacteriophage infections. Annu Rev Microbiol 54, 799-825. 2000.

117. Warriner K., Namvar A.: What is the hysteria with Listeria?, Trends in
Food Science & Technology 20; 245-254. 2009.

118. Wendlinger G., Loessner M.J., and Scherer S.. Bacteriophage
receptors on Listeria monocytogenes cells are the N-acetylglucosamine
and rhamnose substituents of teichoic acids or the peptidoglycan itself.
Microbiology 142, 985-992. 1996.

119. Wilkinson B.J., Jones D.: A numerical taxonomic survey of Listeria and
related bacteria. Journal of General Microbiology, 98, 399-421. 1977.

120. Yavuz M., Korukluoglu M.: Listeria monocytogenes’in Gidalardaki
Onemi ve insan Sagligi Uzerine Etkileri, U. U. Ziraat Fakiiltesi Dergisi, Cilt
24, Sayi 1, 1-10. 2010.

121. Young I, Wang |., Roof W.D.: Phages will out: strategies of host cell
lysis. Trends Microbiol 8, 120-128. 2000.

122. Zimmer M., Sattelberger E., Inman R.B., Calendar R., Loessner M.J.:
Genome and proteome of Listeria monocytogenes phage PSA: an
unusual case for programmed +1 translational frameshifting in structural
protein synthesis. Mol Microbiol 50, 303-317. 2003.

123. Zink R., Loessner M.J., Scherer S.. Characterization of cryptic
prophages (monocins) in Listeria and sequence analysis of a
holin/endolysin gene. Microbiology 141, 2577-2584. 1995.

124. Zink R., Loessner M.J.. Classification of virulent and temperate
bacteriophages of Listeria spp. on the basis of morphology and protein
analysis. Appl Environ Microbiol 58, 296-302. 1992.



71

8. OzZGECMIS

Ankara’nin Beypazari ilgesinde 1981 yilinda dogdum. ilkégrenimi ve
lise 6grenimimi Beypazar’'nda tamamladim. Gazi Universitesi Fen Edebiyat
Faklltesi Biyoloji Bolimu’nden 2005 yilinda mezun oldum. Kafkas
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Bolimi'nde 2008’de Arastirma
Gorevlisi olarak géreve bagladim. Kafkas Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Bolimiu Genel Biyoloji Anabilim Dalinda 2009 yilinda yuksek
lisansimi tamamladim. Saghk Bilimleri Enstitisi Mikrobiyoloji Anabilim
Dal'nda 2010 yilinda doktoraya basladim. Halen Biyoloji Bolumu’nde

Arastirma Gorevlisi olarak gorev yapmaktayim.



